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SOMMAIRE
Chez Escherichia cou, la formiate-hydrogène lyase décompose le formiate pour produire
de l’hydrogène. Cependant, la culture de E. cou se prête difficilement à la production en
masse d’hydrogène en raison de son faible rendement, éliminant du coup toute utilisation
pratique. Nos travaux consistaient donc à vérifier la validité de différents modèles de
production d’hydrogène par fermentation de E. cou, dans le but d’en améliorer le
rendement.
Les différentes fermentations de E. cou sont régulées en fonction des conditions du
milieu, ce qui permet à l’organisme de s’adapter et de produire la plus grande quantité
d’ATP possible et de maintenir un équilibre entre oxydations et réductions. Nous avons
donc évalué les effets des limitations d’azote et de phosphate sur la croissance, la
production d’hydrogène et le rendement de la production d’hydrogène de cultures en lot
et continues. Nos travaux ont permis de démontrer que le rendement se trouvait amélioré
lorsque l’azote ou le phosphate étaient limitants.
Une seconde approche consistait à modifier le métabolisme afin d’accroître la production
d’hydrogène. Un système d’expression de l’hydrogénase NAD-dépendent (SH) de la
bactérie gram-négatif, chemilithotrophe Raistonia eutropha Hi 6 a d’abord été introduit
chez E. cou. Les quatre sous-unités de l’enzyme ont été détectées par immunobuvardage,
démontrant son expression chez E. cou. Le dosage d’activité par spectrophotométrie des
extraits cellulaires a ensuite indiqué un faible taux d’activité de réduction du NAD. La
production d’hydrogène par la souche FTAB4 portant le plasmide d’expression pour SU
et mutée pour une enzyme qui oxyde le NADH, l’alcool déshydrogénase, a été mesurée
dans le but d’augmenter la disponibilité du substrat et s’est finalement avérée négative.
En outre, le système régulateur du cycle de Krebs, ArcAB, a été inhibé dans le but de
rendre disponible en anaérobie comme substrat un excès de pouvoir réducteur provenant
du cycle d’acide citrique sous forme de NADH. Aucune molécule d’hydrogène n’a été
détectée pour la souche E. cou FTAB5 portant le plasmide d’expression pour SH et
mutée pour ArcA.
iv
Mots clés : Escherichia cou, hydrogène, fermentation, hydrogénase NAD-dépendante,
ArcAB
ABSTRACT
Hydrogen can be produced from the degradation of formic acid by an enzyme of the
mixed acid fermentation pathway, formate hydrogen-lyase. During growth of the
Escherichia cou ce!!, energy efficiency and redox equilibrium are favoured over
hydrogen production. As a consequence, mass production of hydrogen by the
fermentation route is impractical. In this work, we investigated different approaches
likely to enhance the efficiency ofhydrogen production by E. cou fermentation.
We have examined the effects of various nutrient concentrations on growth, hydrogen
production and hydrogen yield of both batch and continuous cultures. The nutrients
studied were nitrogen and sulphur. The highest hydrogen yield was attained when
cultured at limiting concentrations of ammonia. Lowering the concentration of phosphate
increased the hydrogen yield.
A plasmid containing the genes coding for the NAD-dependent hydrogenase (SH) of the
gram-negative chemilithotroph Raïstonia eutropha H 16 was constructed for expression in
E. cou. The four sub-units of the enzyme were detected by SDS-page analysis,
demonstrating heterologous expression. Enzyme activity assays of soluble extracts
revealed low NAD reducing activity. The hydrogen production by SH was verified in a E.
cou strain, FTAB4, mutated for a NADH oxidising enzyme, alcohol dehydrogenase. b
verify if an increase in NADH resulting from the Krebs cycle activity during anaerobic
growth can serve as a substrate for hydrogen production, the hydrogen production by SH
in an E. cou strain, FTAB5, mutated for ArcA was assayed. A mutation affecting the two
component systems ArcAB relieves the inhibition of the synthesis of enzymes that make
up the Krebs cycle. Attempts to produce hydrogen in strains of E. cou canying the
plasmid were unsuccessful.
Keywords : Escherichia cou, hydrogen, fermentation, NAD-dependant hydrogenase,
ArcAB
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1. Introduction
2La demande énergétique mondiale s’en allant toujours croissante, l’on est en droit de
s’interroger sur l’éventualité d’une pénurie d’énergie. En effet, les réserves de pétrole,
qui constitue la principale source énergétique à hauteur de 80%, ne sont pas illimitées
les prévisions anticipent la mise à sec de la ressource dans quelque 50 aimées (DOE/EIA,
2000). En plus d’être une source d’énergie non renouvelable, la combustion du pétrole
émet des gaz à effet de serre qui sont néfastes tant pour l’environnement que pour la
santé. Face à cette situation, il est souhaitable de diminuer notre dépendance pétrolière et
d’envisager des sources d’énergie alternatives à la fois renouvelables et non polluantes
(Dunn, 2002).
L’hydrogène représente à ce titre une source énergétique des plus prometteuses. À poids
égal, l’hydrogène produit trois fois plus d’énergie que l’essence et sept fois plus que le
charbon. En fait, l’hydrogène possède la plus importante densité énergétique des
combustibles connus. L’hydrogène possède surtout les grands avantages d’être propre et
renouvelable, sa combustion ne produisant que de la vapeur d’eau. Il y a cependant un
bémol les procédés actuels de production d’hydrogène consomment beaucoup d’énergie.
À ce jour, on produit l’hydrogène par reformage à la vapeur du gaz naturel ou de l’huile,
par gazéification du charbon ou par électrolyse de l’eau. En plus d’être énergivores, ces
techniques peuvent s’avérer des sources de pollution (Levin et collab., 2004). Il demeure
donc impératif de développer des méthodes de production plus propres et plus
économiques afin de tirer profit de cette source d’énergie qui s’annonce somme toute des
plus prometteuses.
La production d’hydrogène par voie biologique pourrait être une alternative. Entre autres
moyens, l’hydrogène biologique peut être produit par fermentation bactérienne. Jusqu’à
présent, cette méthode était quelque peu délaissée en raison de son faible rendement; en
fait, elle se doit d’être grandement améliorée si l’on veut faire une production de masse.
La production d’hydrogène par fermentation acide mixte de E. cou comporte plusieurs
avantages. Premièrement, la facilité de cultiver cette espèce dans un réacteur fermé rend
son utilisation pratique pour une production de masse. Ensuite, le génome de E. cou est le
mieux caractérisé, rendant possible une multitude de manipulations génétiques. Par
3exemple, des voies métaboliques peuvent être modifiées pour augmenter la disponibilité
d’électrons.
1.1 Métabolismes de la respiration et de la fermentation
1 .1 .1 Chaînes respiratoires
La respiration consiste en l’oxydation d’un composé donneur par une chaîne de transport
d’électrons en présence d’un accepteur terminal. Le transfert d’électrons est couplé à la
synthèse d’ATP par le mécanisme de la phosphorylation oxydative. Les chaînes
respiratoires d’E. cou sont formées de déshydrogénases primaires et de réductases ou
oxydases terminales liées entre elles par des quinones. De celles-ci, on retrouve 15
déshydrogénases primaires, 10 oxydo-réductases terminales et trois types de quinones:
I’ubiquinone. le ménaquinone et le diméthylménaquinone (Unden et Bongaerts, 1997).
Différentes chaînes respiratoires permettent d’accommoder divers donneurs d’électrons,
tels le NADH, le fonniate, l’hydrogène, le glycérol-3P ainsi que plusieurs accepteurs
d’électrons, tels l’oxygène, le nitrate, le ftimarate, le triméthylamine N-oxyde (TMAO) et
le diméthylsulfoxyde (DMSO). La composition des chaînes respiratoires est régulée au
niveau de la transcription, notamment par l’oxygène et le nitrate, de manière à optimiser
la production d’énergie et le taux de croissance (Unden et Bongaerts, 1997; Gunsalus,
1992).
1.1.2 Respiration avec ou sans oxygène
La respiration sur 02 est la plus favorable en raison du potentiel élevé de l’oxygène de
+818 mV (Pelmont, 1993, p. 605). En croissance aérobie, le NADH alimente la chaîne
réspiratoire en électrons grâce aux NADH déshydrogénases I et II. La NADH
déshydrogénases I couple l’oxydation du NADH à la translocation de deux protons par
électron. Les transporteurs terminaux d et o sont respectivement utilisés en basse et en
forte oxygénation. Le cytochrome o est énergiquement plus favorable mais a une plus
4basse affinité pour l’02. Le transfert d’électrons des déshydrogén
ases aux cytochromes
est relié par l’ubiquinone (Gunsalus, 1992).
En absence d’oxygène, l’utilisation du nitrate est favorisée. Le potent
iel du nitrate de
+433 mV est plus élevé que celui des autres accepteurs, soit le DMSO (+160 mv), le
TMAO (+130 mV) et le fumarate (+30 mV). En présence de nitrate, le
diméthylménaquinone transfert les électrons tandis que le ménaquinone e
ffectue la même
opération dans le cas des autres accepteurs d’électrons (Pelmont, 1993, p. 605).
Lorsqu’aucun accepteur d’électrons n’est disponible pour la respiration
, la fermentation
sert à maintenir un équilibre entre la quantité de NADH produite par la g
lycolyse et la
quantité de NADU consommée. La fermentation acide mixte consiste en
l’oxydation du
pyruvate en différents produits. Elle est utilisée en dernier recourt parce qu
’ef le entraîne
la perte d’une bonne partie du carbone et de l’hydrogène pour la croissan
ce. De plus, le
rendement énergétique est médiocre puisque I’ATP est unique
ment produit par
phosphorylation au niveau du substrat (Clark, 1989).
1.1.3 Réduction du NADH par le cycle de Krebs
En condition aérobie, le cycle de Krebs produit le NADH utilis
é par la chaîne
respiratoire. Huit enzymes forment la voie métabolique qui cataly
se la complète
oxydation de l’acétyl-coenzyrne A à $ électrons avec une variation énergétique suffisan
te
pour faire 10 à 12 ATP (Pelmont, 1993, p. 613) (fig. 1).
Lorsque les besoins de NADH diminuent, comme c’est le cas en anaér
obie, le cycle de
Krebs ne fonctionne pas en entier. La 2-oxoiglutarate est absente et le niveau
de toutes les
autres enzymes est réduit de 10 à 20 fois. L’activité réduite du cy
cle permet la
biosynthèse du 2-oxoglutarate et du succinyl-CoA (Neidhardt, 1996, p. 206-07).
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Figure 1. Cycle de Krebs (d’après EcoCyc, 2005b)
1.1.4 Réactions de la fermentation acide mixte
Lorsqu’aucune source d’accepteur d’électrons est présente, la fermentation acide mixte
recycle le NADH produit par la glycolyse. Cette fonction est essentielle pour permettre à
la glycolyse de se poursuivre et pour maintenir l’équilibre rédox (Clark, 1989). Les
réactions de la fermentation acide mixte réduisent le pyruvate en différents produits: le
D-lactate, l’acétate, l’éthanol, le fonniate, le succinate, le C02 et le H2 (fig. 2). À un pH
alcalin, les principaux produits de la fermentation sont l’acétate, l’éthanol et le formiate.
Lorsque le pH intracellulaire baisse, la décomposition du formiate en C02 et H2 et la
production du lactate augmentent afin de ralentir l’acidification du milieu.
La pyruvate formiate lyase (PFL) catalyse la conversion du pyruvate en formiate et en
acétyl-CoA. En aérobie, l’enzyme responsable de la production d’acétyl-CoA à partir du
6pyruvate est la pynivate déshydrogénase (PDH). Parce que la PDH réduit le NAD,
l’inhibition de cette enzyme au profit de la PFL en condition de fermentation diminue le
besoin de réoxyder du NADH (Knappe et Sawers, 1990).
La voie de dégradation de l’acétyl-CoA en acétate permet de récupérer l’énergie du lien
thioester sous la forme d’une molécule d’ATP. Par contre, cette voie n’oxyde pas le
NADH. La voie ne fonctionne pas lorsque celui-ci est en forte concentration puisque le
NADH est un inhibiteur allostérique de l’enzyme qui convertit l’acétyle CoA en acétyle
phosphate, la phosphotransacétylase (Suzuki, 1969). Alternativement, I ‘acétyl-CoA est
réduit en éthanol par l’alcool déshydrogénase. Cette réaction oxyde deux molécules de
NADH.
Le formiate produit par la PfL est dégradé en H2 et en C02 par le complexe formiate
hydrogène-lyase (fHL). Ce complexe FHL est composé de la formiate déshydrogénase
(fDHh) et de l’hydrogénase 3 (Hyd3) (Axley et collab., 1990; Bo1im et collab., 1990).
L’expression du complexe FHL est induite par le formiate et un pH acide. Son activité est
induite par le formiate. (Rossmann et collab., 1991). Le H2 produit est excrété de la
cellule ou possiblement réoxydé par les hydrogénases 1 et 2.
Lorsque le pyruvate est en forte concentration et que le pH est acide, le pyruvate est
réduit en lactate par la lactate déshydrogénase. L’enzyme est présente en condition
aérobie mais son expression est augmentée de cinq à dix fois en anaérobie à bas pH (Mat
Jan et collab., 1989). Son activité est induite par le pyruvate (Tarmy et Kaplan, 1968).
La voie de production du succinate commence par la condensation du
phosphoénolpyruvate et du C02 pour former l’oxaloacétate. La réaction est catalysée par
la phosphoénolpynivate carboxylase. Des réactions de réduction catalysées par la malate
déshydrogénase, la fumarase et la fumarate réductase réduisent l’oxaloacétate en
succinate. La voie de production du succinate consomme deux H20 et deux NADH par
molécule de glucose consommée.
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Figure 2. Fermentation acide mixte (d’après EcoCyc, 2005a)
1.1.5 L’équilibre rédox
Les substrats plus réduits produisent davantage de NADH lors de leur conversion en
pymvate par la voie de la glycolyse. Par exemple, les hexitols (sorbitol et maimitol)
produisent trois NADH tandis que les hexoses (glucose et fructose) produisent deux
NADH. Ou encore, les dérivés du sucre plus oxydés comme les acides hexoniques et
hexuroniques produisent moins de deux NADH (Clark, 1989). E. cou peut fermenter
différents substrats grâce à ces multiples voies. L’équilibre entre la quantité de NADH
produite selon la nature du substrat et la quantité de NADH consommée par la cellule est
maintenue en variant la concentration des produits de fermentation, principalement
l’éthanol et l’acétate.
phosphoénolpyntvate
:—Ckinase
ATP phosphate _cj,caboxYkinase
oxaloacétate
NADH—..
malate
NAD4—c déshydrogénase
malate
fumarase
trate
fumarate
réductase
suc cm ate
éthanol
* pliospliotransacétylase
8L’importance du taux des différents produits dans l’équilibre rédox est mise en évidence
par des mutations des voies de fermentation. Un mutant du gène de la
phosphotransacétylase, pta, ne produit pas d’acétate et est incapable de croître en
condition de fermentation (Guest, 1979). Pareillement, un mutant adhE, déficient pour
l’alcool déshydrogénase, ne croît pas avec les substrats réduits. Une souche mutée ne
croît pas avec le glucose, le sorbitol et le gluconate mais croît avec le glucuronate (Clark
et Cronan, 1980). Un double mutant adhE et pta retrouve la capacité de croître avec du
glucose mais pas avec les substrats plus ou moins réduits. Chez ce mutant, la voie de
production du lactate, qui consomme deux NADH, est utilisée pour recycler les deux
NADFI produits de l’oxydation du glucose (Gupta et Clark, 1989).
1.2 Régulation du métabolisme de la respiration par l’oxygène
1.2.1 Gènes du métabolisme de la respiration régulés par l’oxygène
Le passage de l’aérobiose à l’anaérobiose s’accompagne de profonds changements dans
la composition cellulaire des protéines. Ces changements sont nécessaires afin d’utiliser
la chaîne respiratoire la plus favorable en terme de croissance et de rendement
énergétique selon les conditions de croissances (Unden et Bongaerts, 1997). La
régulation transcriptionelle en réponse au niveau d’oxygène est contrôlée par le système à
deux composantes ArcAB (aerobic respiratory controî) et le senseur-régulateur fnr
(fumarate and nitrate reductase regulation) (Lynch et Lin, 1996; Green et collab., 1991).
Le tableau I résume les effets de ces régulateurs sur la transcription des gènes codant
pour les principales enzymes du métabolisme de la respiration.
Au moins 40 opérons sont sous le contrôle du système ArcAB (Liu et Wulf, 2004). ArcA
est le principal régulateur du métabolisme aérobie. La protéine agit comme répresseur de
la respiration aérobie, des enzymes des cycles de Krebs et du glyoxylate en absence de
02.
9En 1976, une mutation affectant la synthèse des nitrite, nitrate et fumarate réductases fut
découverte (Lambden et Guest, 1976). Le gène responsable étaitfnr. Aujourd’hui, plus de
70 gènes distribués dans 31 opérons sont reconnus comme étant régulés par Fnr.
L’analyse du profil d’expression des gènes à l’aide des puces à ADN indique que ce
nombre pourrait s’élever à plus d’une centaine (Kang et collab., 2005; Salmon et collab.,
2003). Fnr agit principalement comme activateur des gènes de la respiration anaérobie.
Parmi les produits des gènes régulés positivement par fnr, l’on retrouve les enzymes de
l’oxydation anaérobie du glycérol et du formiate, les enzymes de la réduction des
accepteurs d’électrons alternatifs comme le nitrate, la fumarate et le DMSO ainsi que les
enzymes impliqués dans leur transport. Fnr est aussi un régulateur positif de ArcA. Fur
réprime l’expression des gènes de la respiration aérobie comme ceux codant pour les
cytochromes oxydase o et d et la NADH déshydrogénase II. Fnr réprime sa propre
expression (Compan et Touati, 1994).
1.2.2 ArcAB
ArcA est un régulateur de réponse cytoplasmique de la sous-famille OmpR. Sous sa
forme phosphorylée, ArcA lie l’ADN par son motif hélice-boucle-hélice et peut activer
ou réprimer la transcription des gènes cibles. Une séquence signature de 7 pb,
5’-TATTTaa-3’, pour la reconnaissance du promoteur a été proposée suite à des
expériences de protection Dnasel du promoteurpflA (Drapal et Sawers, 1995).
La protéine ArcB fait parti de la sous-famille des kinases senseurs tripartites. ArcB a trois
domaines cytoplasmiques : deux domaines transmitteurs primaire (Hi) et secondaire (H2)
et un domaine receveur (D 1). En plus des domaines cytoplasmiques, ArcB est composée
de deux hélices alpha qui ancrent la protéine dans la membrane et d’un court segment
périplasmique de 7 acides aminés (luchi et Lin, 1992; Kato et collab., 1997; Tsuzuki et
collab., 1995) (fig. 3).
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Tableau I. Régulation de la transcription par Fnr et ArcA des enzymes
du métabolisme de la respiration (d’après Gunsalus et Park, 1994)
Enzyme Gènes Régulateur
Fnr ArcA
Respiratïon aérobie
pyruvate déshydrogénase aceEF, lpd
citrate synthase gîtA
-
Aconitase acn
-
isocitrate déshydrogénase icd
-
2-oxoglutarate
déshydrogénase sucAB
-
succinate -CoA synthétase sucCD
-
succinate déshydrogénase sdhCDAB - -
ftirnarase A fumA
malate déshydrogénase mdh
Fermentation
PEP carboxykinase ppc
lactate déshydrogénase tdhA
pyruvate formate lyase pfl + +
fonnate-hydrogen lyase fdhF, hyc
alcool déshydrogénase adhE
Phosphotransacétvlase pta
acétate kinase ackA
malate déshydrogénase indh
-
fumarase B fzunB +
fiimarate réductase frdABCD +
Chaîne respiratoire (oxidoréductases terminales)
cytochrome o oxydase cyoABCDE - -
cytochrome doxydase cydA3 - +
nitrate réductase J7arGHJI +
nitrite réductase nirB +
DMSO/TMAO réductase dmsABC +
TMAO réductase torA +
fumarate réductase frCL4BCD +
Autres
NADH déshydrogénase ndh -
formiate déshydrogénase-N fdnGHI +
glycérol-P déshydrogénase glpD -
glycérol-P déshvdrogénase g1pACB +
nitrite efflux nark +
superoxide dismutase sodA - -
Légende + activation
-
= répression
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ArcB détecte indirectement la concentration d’oxygène. Le signal perçu n’est pas coimu,
mais il semble qu’il pourrait s’agir du NADH. En réponse à une chute de la concentration
en 02, le résidu His292 du domaine Hi de ArcB s’autophosphoryle. Le phosphate est
ensuite transféré au résidu Asp576 de Dl, au résidu His717 de H2 et finalement au résidu
Asp54 du domaine Hi de ArcA.
En condition oxydative, ArcA est déphosphorylée. Le phosphate du résidu Asp54 de
ArcA est d’abord transféré au His717 de ArcB puis au résidu Asp516 (luchi et Lin, 1992;
Georgellis et collab., 1997; Georgellis et collab., 199$).
ArcE domaine domaine domaine
zipper domaine transmitteur primaire receveur transmitteur secondaire
leucine PAS (Hi)
I I
73 115 263H292 520 576 40 778
__________ ________
fft778
“
‘
528 ‘. 717
Glu532 Ap533 Y Hjs
ArcA
domaine
receveur domaine
t
HBH1
1 Asp54 135 238
e-238
Glu10 ASp”
L,s103 111717
Figure 3. Représentation schématique de ArcB et
ArcA (d’après Kwon et coliab., 2000)
1.2.3 Fnr
fnr a une forte homologie à la protéine CRP (cyclic AMP receptor protein). Fnr est
constitué d’un domaine senseur et d’un domaine de régulation qui lie l’ADN. L’oxygène
interagit directement avec un centre fer-soufre exposé à la surface de Fnr. Ce centre fer-
soufre est lié à quatre résidus cystéines (Cys2O, Cys23, Cys29, Cys122) de l’extension
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N-terminale. Un taux élevé d’oxygène oxyde le centre (4Fe-4S) et inactive la protéine.
fnr est un monomère de 2$ kDa dans son état inactif. Le mode d’activation de fnr en
condition anaérobie n’est pas connu mais pourrait impliquer la réduction du centre fer-
soufre. Dans sont état actif, fnr forme un dimère capable de lier l’ADN (Green et collab.,
1991). La séquence consensus pour la liaison de l’ADN de 22-bp est un palindrome
partiel avec un demi motif 5’-TGAT-3’ (Eiglmeier et colÏab., 1989).
1.3 Hydrogénases
1.3.1 Caractéristiques générales des hydrogénases
Les hydrogénases catalysent l’activation réversible de l’hydrogène selon la réaction
H2 2H +2 e
Même si ces enzymes peuvent catalyser de manière réversible la réduction de protons en
hydrogène, les conditions physiologiques forcent la réaction dans un sens plutôt que dans
l’autre.
On retrouve les hydrogénases chez les bactéries sulfato-réductrices, photosynthétiques,
entériques, méthanogènes et chez des archaebactéries hyperthermophiles. Les
hydrogénases qui catalysent la production d’hydrogène sont présentes dans les bactéries
anaérobies strictes ou facultatives. Chez les fermenteurs, la réduction des protons permet
de recycler des transporteurs d’électrons nécessaires pour générer de l’ATP et pour
maintenir un pH intracellulaire constant. Les hydrogénases qui catalysent l’oxydation de
l’hydrogène se retrouvent chez les bactéries anaérobies strictes et facultatives ou
aérobies. L’oxydation de l’hydrogène est couplée à la réduction d’un accepteur terminal
d’électrons pour la production d’énergie par phosphorylation oxydative (Adam et collab.,
1981).
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Les hydrogénases peuvent être regroupées en deux grandes classes en fonction de leur
contenu en métal : les [FeJ-hydrogénases (Adams, 1990) et les [NiFeJ-hydrogénases
(Albracht, 1994). Les [feJ-hydrogénases sont présentent dans les bactéries anaérobies
strictes productrices de H2 comme Clostridium pasteurianum et Desulfovibrio vulgaris.
Elles ont une seule unité et possèdent exclusivement des centres fer-soufre comme
groupements prosthétiques. En plus des centres fer-soufre, les [NiFeJ-hydrogénases
possèdent un atome nickel au niveau du site actif. Plus communes, elles sont
généralement des hétérodimères catalyseurs de l’oxydation d’hydrogène. Une petite sous-
unité de 30 kDa environ contient au moins un, et dans plusieurs cas, jusqu’à trois centres
fer-soufre (Armstrong, 2004; Evans et Pickett, 2003; Adams et Stiefel, 2000). Une grande
sous-unité de 46-72 kDa contient les atomes de nickel et de fer du site actif. La plupart
des [NifeJ-hydrogénases sont inactivées par l’oxygène et la réduction de l’enzyme est
nécessaire pour son activation (Garcin et collab., 1999).
Toutes les hydrogénases partagent certaines caractéristiques. Leurs centres fer-soufre à
proximité du site actif sont disposés selon un même axe de manière à permettre le flux
d’électrons. Des ligands diatomiques, le monoxyde de carbone et le cyanure, présents
dans le site actif, stabilisent la forme réduite de l’atome de fer. Les hydrogénases ont
aussi une cavité hydrophobe qui relie le site actif à la surface. Ces canaux hydrophobes
pourraient servir pour le stockage de H2 et à son transport de la surface vers l’intérieur de
la protéine et inversement (Peters et collab., 199$; Volbeda et collab., 1995).
1.3.2 [Nife]-hydrogénases
Les séquences des petites sous-unités sont très peu conservées. Les hydrogénases
membranaires et périplasmiques possèdent une séquence signal dans la région N-
terminale de 32 à 50 résidus. Elles contiennent un motif de deux arginines successives,
($/T)-R-R-x-F-L-K. Ce motif, nécessaire pour la translocation, est présent dans toutes les
protéines périplasmiques ayant des cofacteurs rédox complexes tels que les centres fer-
soufre, les cofacteurs à molybdène, à cuivre et à FAD. Le clivage de la séquence signal se
fait à 21 acides aminés du motif (S/T)-R-R-x-F-L-K, après un résidu alanine très
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conservé (Wu et collab., 2000). La grande sous-unité dépourvue d’un signal peptide est
exportée avec la petite sous-unité.
Les séquences des grandes sous-unités sont très homologues. La grande sous-unité
comporte deux motifs consensus: un motif N-terminal RxCGxCxxxH et un motif C-
terminal DPCxxCxxH/R (Volbeda et collab., 1995). L’atome de nickel est lié par les
quatre cystéines de ces deux motifs. Il est capable d’accommoder trois différents états
d’oxydation. L’atome de fer est lié par les deuxièmes cystéines de chaque motif. Il est
aussi lié par deux molécules de cyanure et une molécule de monoxyde carbone (Pierik et
collab., 1999) (fig. 4).
Le peptide C-terminal maintient la protéine dans une conformation accessible aux
métaux. Suite à l’insertion du nickel dans la grande sous-unité, l’extrémité C-terminale
est clivée après le résidu histidine ou arginine du motif DPCxxCxxH/R. La perte du
peptide C-terminal entraîne un changement de conformation qui permet l’intemalisation
du site actif (Theodoratou et collab., 2005).
CN
)N Fe&’
-..-- ——
.-Cys-S CC
/ ys
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Figure 4. Schéma du site actif de [NifeJ-hydrogénase de
Deszilfovibrio gigas (Bleijlevens et collab., 2004)
1.4 Métabolisme de l’hydrogène chez E. cou
1.4.1 Les hydrogénases de E. cou
E. cou contient 4 hydrogénases, toutes du type Nife (Vignais et collab., 2001). Il produit
les hydrogénases 1, 2 et 3 en condition anaérobie ($awers et collab., 1985).
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L’hydrogénase 4 serait codée par un opéron de 10 gènes, hyfA-J (Andrews et collab.,
1997). L’opéron est induit par la protéine HyfR. Par contre, à ce jour, ni la présence de
l’hydrogénase 4, ni son activité enzymatique n’ont pu être démontrées (Self et collab.,
2004).
Les hydrogénases 1 et 2 sont membranaires et elles sont exposées en grande partie au
périplasme. Hydi est composée de deux sous-unités, l’une de 64 kDa et l’autre de 35
kDa. Hyd2 est composé de deux sous-unités de 35 et 61 kDa (Sawers et Boxer, 1986;
Ballantine et Boxer, 1986). Hydi n’est pas essentielle pour la croissance. Elle pourrait
servir à recycler l’hydrogène libéré par le complexe formiate hydrogène-lyase. Un autre
rôle proposé pour Hydl est le transport d’électrons dans une voie métabolique où le
formiate sert de donneur d’électrons et le fumarate d’accepteur d’électrons (Brondsted et
Atiting, 1994). Un mutant déficient pour Hyd2 ne peut croître en anaérobie avec de
l’hydrogène et du fiimarate. Une hypothèse stipule que les électrons produits de
l’oxydation de l’hydrogène par Hyd2 sont utilisés par la ftimarate réductase pour réduire
le fumarate en succinate (Sawers et collab., 1986; Menon et collab., 1994). Hyd3 est
responsable de la production d’hydrogène. La protéine fait parti du complexe formiate
hydrogène lyase de 80 kDa qui oxyde le formiate en C02. Son expression est induite par
le formiate et un pH acide (Rossrnann et collab., 1991).
1.4.2 Organisation génétique
Hydi est codée par l’opéron hya situé à la minute 22 du chromosome de E. cou, Hyd2
par l’opéron hyb situé à la minute 65 et Hyd3 par l’opéron hyc situé à proximité de
l’opéron hyp à la minute 5$-59 (fig. 5).
fhll liypf hypE hypB hyci hycC hycD hycE hycfhycGhycH hypf
hypC hypdl hycB
_____
.--
-. I cr
&6kb
Figure 5. Organisation génétique de la région du chromosome
de E. cou codant pou hyc et hyp (d’après Neidhardt,
1996, p. 270)
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L’opéron hya compte 6 gènes, hyaA-f (Menon et collab., 1990). Les petite et grande
sous-unités sont codées par hyaA et hyaB respectivement. Hydi est liée à HyaC,
caractérisée comme étant le cytochrome e. HyaD est une protéase responsable du clivage
du peptide C-terminale (Sawers et Boxer, 1986; Menon et collab., 1991).
L’opéron hyb compte huit gènes, hybOABCDEfG. HYD2 est composée de la petite sous
unité, HybO (plutôt que HybA, tel que suggéré par Menon en 1994) et de la grande sous
unité, HybC (Menon et collab., 1994; Sargent et collab., 1998). La fonction des produits
des gènes des opérons hya et hyb est présentée dans le tableau II.
Tableau II. fonction des produits des gènes des opérons hya et hyb
E. col! E. coU Fonction
Hydi Hyd2
HyaA HybO petite sous-unité
HyaB HybC grande sous-unité
HyaC HybB cytochrome b
HyaD HybD protéase
HyaE HybE maturation
Hyaf
Hybf incorporation du nickel,
homologie avec hypA
HybG incorporation du ligand CN,
homologie avec hypC
HybA
Les gènes structuraux de l’hydrogénase 3 sont organisés dans un opéron de 9 gènes,
hycA-J (Bohm et collab., 1990). Les petite et grande sous-unités sont respectivement
codées par hycG et hycE. Les caractéristiques des OREs de l’opéron hyc sont présentées
dans le tableau III.
En plus des gènes structuraux codants pour les Hyd 1-3, il y sept gènes de maturation,
dont six gènes hyp (hydrogenase pie iotropic acting genes) (tableau IV). Les gènes
hypABCDE se situent à la minute 58-59 du chromosome et le gène hypf est situé à 13kb
de l’opéron hyp (Lutz et collab, 1991) (fig. 5).
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Tableau III. fonction des produits des gènes de l’opéron hyc
E col: fonction
Hyd3
HycA inhibiteur de la formation du complex FI-IL
HycB petite sous-unité de FDHh
HycC
HycD
HycE grande sous-unité de Hyd3
HycF
HycG petite sous-unité de Hyd3
HycH
HycI protéase spécifique de HycE
Des mutations dans les gènes de l’opéron hyp, hypB, hypD, hypE et hypf affectent la
maturation des trois hydrogénases de E. cou. Des mutations de hypA et hypC empêchent
la maturation complète de Hyd3 seulement (Jacobi et collab., 1992). L’opéron hyb
contient des gènes homologues à hypA et hypC. La séquence de hybf est similaire à celle
de hypA de même que la séquence de hybG l’est à celle de hypC (Menon et collab.,
1994). Les produits de ces gènes sont impliqués dans la maturation des hydrogénases 1 et
2 (Blokesch et collab., 2001; Hube et collab. 2002).
Tableau IV. Fonction des produits des gènes de l’opéron hyp
E. coÏi fonctjôn
>
HypA incorporation du nickel
HypB incorporation du nickel
HypC incorporation du ligand CN
HypD incorporation du ligand CN
HypE incorporation du ligand CN
Hypf incorporation du ligand CN
1.4.3 Maturation des hydrogénases
HypF est une carbamoyl transférase ATP-dépendente. La protéine catalyse la
carbmoylation du résidu cystéine C-terminal de la protéine HypE en utlisant la
carbamoylphosphate comme substrat. Ensuite, HypE déshydrate le thiocarboxamide dans
une réaction ATP-dépendante et le déphosphoryle en thiocyanate. Le groupement
1g
cyanure de HypE-thiocyanate est transféré au centre ferreux de la grande sous-unité des
hydrogénases (Paschos et collab. 2002; Blokesch et collab.2004).
HypC lie le précurseur de HycE (Drapal et Bock, 1998; Magalon et Bock, 2000). Lorsque
le carbamoylphosphate est manquant, un complexe de HypC et HypD s’accumule
(Blokesch et Bock, 2002). Un modèle stipule que le complexe de HypC-HypD est le site
de liaison au fer du CN et peut-être aussi du CO. Une fois lié, le fer serait transféré par
HypC à la grande sous-unité (Blokesch et Bock, 2002; Blokesch et collab., 2002).
Le produit du septième gène impliqué dans la maturation des hydrogénases d’E. cou est
une endopeptidase qui clive le peptide C-terminal de la grande sous-unité. Chaque
hydrogénase a une endopeptidase spécifique. Les endopeptidases HyaD, HybD et HycI
clivent respectivement les hydrogénases 1, 2 et 3. (Fritsche et collab., 1999; Menon et
collab., 1991; Rossmann et collab., 1995). Suite à l’incorporation du nickel, l’extrémité
C-terminale est clivée après le résidu histidine ou arginine du motif DPCxxCxxH/R.
La dernière étape de la maturation, soit celle du clivage de l’extrémité C-terminale de la
grande sous-unité, est conditionnelle à l’incorporation du nickel (Rossmann et collab.,
1994). L’entrée du nickel dans la cellule et son incorporation dans la protéine doivent être
contrôlées parce que le nickel génèrent des ions superoxides très toxiques à l’état libre.
Chez E. cou, les protéines NikABCDE du type transporteur ABC, assurent le transport
spécifique du nickel. Le nickel est essentiel à l’activité des hydrogénases. L’activité
enzymatique est abolie chez des mutants nik et restaurée par l’addition de nickel en
surplus dans le milieu (Navarro et collab., 1993). L’insertion du nickel est accomplie par
les protéines HypA et HypB (Hube et collab., 2002). Une délétion des gènes hypA et
hypB peut aussi être complémentée en augmentent la concentration du nickel dans le
milieu. HypB lie le nickel et le transfert à la grande sous-unité des hydrogénases. HypB a
une activité GTPase pour se dissocier de l’hydrogénase (Maier et collab. 1995). HypA est
une zinc métalloprotéine qui lie le nickel et forme un complexe avec HypB (Atanassova
et Zamble, 2005). HybF aurait la fonction de HypA dans la maturtion de Hydi et Hyd2.
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1.4.4 Régulation de l’expression de Hydl et Hyd2
La synthèse de Hydi et Hyd2 est réprimée en présence d’oxygène et de nitrate
(Ballantine et Boxer, 1985). L’expression des gènes de hya est induite par ArcA et AppY
(Brondsted et Atlung, 1994). La synthèse de Hydi est induite en présence de formiate,
réprimée par le nitrate et nécessite le facteur sigma RpoS. La réponse aux facteurs sigma
RpoS et la régulation par AppY suggèrent que Hydi a un rôle dans la réponse au stress
(Sawers et collab., 1985; King et Przybyla, 1999). La synthèse de Hyd2 est induite en
condition de croissance anaérobie en absence d’une source de carbone fermentable. Son
expression est régulée négativement par ArcA et augmente en présence de fumarate
(Ballantine et Boxer, 1986; Richard et collab., 1999).
1.4.5 Régulation de l’expression de FHL
Le complexe FHL est exprimé en absence d’accepteur d’électrons tels que l’oxygène et le
nitrate. Son expression nécessite le formiate et un pH acide. Les gènes de l’opéron hyc et
le gènefdhF, qui codent pour la formiate déshydrogénase H, sont induits par l’activateur
de la transcription FhlA (Rossmann et collab., 1991).
FhlA est responsable de l’induction par le formiate de la transcription de hyc, hyp et du
gène fdhF. FhlA fait parti de la famille de régulateur de réponse des systèmes à deux
composants NtrC. L’activation de la transcription des opérons hyc et hyp, par fhIA, a lieu
sur un promoteur dépendant du facteur o et nécessite l’activateur IHf (Hopper et Bock,
1995; Hopper et collab., 1996). La liaison du formiate à fluA induit son activité ATPase
nécessaire à l’activation de la transcription. L’induction du complexe formiate hydrogène
lyase par le substrat prévient son accumulation à un niveau toxique et ralentit
l’acidification du milieu (Rossmann et collab., 1991).
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1.4.6 Régulation de l’expression des gènes de maturation
L’expression des gènes accessoires ,iik et hyp est régulée par Fnr (Lutz et collab., 1991).
La transcription de hyp en condition de croissance fermentative est induite par fhlA. Elle
a lieu à partir d’un promteur 54-dépendant situé en amont de hypA. Un second
promoteur situé à l’intérieur du gène hypA dépend de Fnr et est reconnu par le facteur
7O En condition de croissance non fermentative où HYDI et HYD2 sont exprimées, ce
promoteur permet la transcription de hypBCDE nécessaire pour la maturation des
hydrogénases 1 et 2 (Messenger et Green, 2003).
1.5 Le métabolisme de l’hydrogène chez R. eutropha 1116
R. eutropha Hi 6 est gram-négative et chémolithotrophe facultative. Elle croît avec
différents sucres et peut utiliser l’oxygène, le nitrate ou le nitrite comme accepteur
d’électrons. L’énergie dérivée de l’oxydation de l’hydrogène est couplée avec
l’assimilation du C02. L’oxydation de l’hydrogène est aussi une source d’énergie et de
pouvoir réducteur lorsque la bactérie croît en présence d’une source de carbone faible en
énergie (Friedrich et Schwartz 1993).
1.5.1 Les hydrogénases de R. eutropha H 16
R. eutropha Hi 6 a deux [Nifel-hydrogénases qui catalysent l’oxydation du H2: l’une
membranaire (MBH) et l’autre cytoplasmique NAD-dépendante (SH).
MBH est composée d’une grande sous-unité de 60 kDa et d’une petite sous-unité de 30
kDa (Schink et Schlegel, 1979). Les électrons produits par MBH sont transférés au
cytochrome b de la chaîne respiratoire (Bernhard et collab., 1997). La réaction catalysée
par MBH crée un gradient électrochimique pour la production d’ATP par
phosphorylation oxydative (friedrich et Schwartz, 1993).
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SH catalyse la réduction du NAD. L’enzyme est atypique car elle utilise un donneur
d’électron inorganique (H2) pour réduire le NAD. Le NADH produit est utilisé pour
l’assimilation du C02 (Bowien et Kusian, 2002). L’activité de SF1 élimine la nécessité de
produire un pouvoir réducteur par un «courant d’électrons inverse» qui dissipe le
gradient électrochimique. Cela permet un rendement de biosynthèse par molécule
d’hydrogène consommée améliorée. L’enzyme n’est pas essentiel à la croissance
autotrophie de R. eutropha F116. Par contre, lorsque son activité est abolie, le temps de
doublement augmente de 3,6 à 12 h (Tran-Betcke et collab., 1990).
SF1 a un poids moléculaire approximatif de 175 kDa dans sa conformation native. Elle est
composée de 4 sous-unités de 67, 55, 26 et 23 kDa qui forment deux hétérodimères
(Sclmeider, 1976). Le premier dimère est une [Nife]-hydrogénase et le second une
NADH déshydrogénase. La petite sous-unité de l’hydrogénase contient une molécule
FMN fixée à un domaine flavodaxine et un seul centre fer-soufre. La grande sous-unité
contient les quatre résidus cystéines pour la liaison des métaux qui sont conservés dans
les [Nife]-hydrogénases (Burgdorf et collab., 2002; Massanz et friedrich, 1999)
L’analyse structurale par spectre infra-rouge, indique que le site actif contient quatre
ligands CN (fig. 6). L’hétérodimère qui forme la NADH déshydrogénase contient une
molécule FMN et des centres fer-soufre (Happe et collab., 2000; Massanz et collab.,
199$; van der Linden et collab., 2004b).
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Figure 6. Modèle du site actif de SH de R. eutropha F116
(Bleijlevens et collab., 2004)
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1.5.2 Organisation génétique
Les gènes des hydrogénases MBH et SF1 sont contenus dans deux opérons distancés de
50 kb sur le mégaplasmide pHGl de 450 kb (friedrich et Schwartz, 1993) (fig. 7). Les
gènes hoxK et hoxG codent respectivement pour les petite et grande sous-unités de MBH
(Kortiuke et collab., 1992). 5H est codée par 4 gènes: hoxF, hoxH, hoxU et hoxY. Les
unités Hoxf (67 kDa) et HoxU (26 kDa) forme un dimère catalyseur de la réduction du
NAD. Les unités HoxH (55 kDa) et HoxY (23 kDa) constituent respectivement les
grande et petite sous-unités de l’hydrogénase (Tran-Betcke et collab., 1990; Sclmeider,
1976).
boX tiyp Iox ho hyp
K Z MLORTVA11FCD E X A B C I N F U YHWI B2P2J
MBHSUbUnk mbyvf U1tLDfl £1k1V1 Sr1-subunUs snbIy ot
NFç]cntcr prmrae
accoryges
Figure 7. Organisation génétique de la région du chromosome de R. eutropha F116
codant pour les gènes hyp et hox (laboratoire Friedich)
Récemment, une nouvelle forme de $H, constituée de 6 sous-unités (H0xfUYHI2), a été
isolée (fig. 8). Des expériences de cross-Ïinking indiquent que deux unités HoxI forment
un homodimère. Dans sa forme tétramérique, SH est activé par le NADH (5 1iM) et par le
NADPH (50 iM). Dans sa forme hexamérique 25 iM de NADPH est suffisant pour
activer l’enzyme. Sur la base de ces observations, il est proposé que le dimère HoxI
contient un site d’attachement pour le NADPH (Burgdorf et collab., 2005).
Le produit des gènes hypA]BJfJCDEK est impliqué dans la maturation des
hydrogénases (se rapporter à la section 1.5.3 de l’introduction) (Dernedde et collab.,
1996; Jones et collab., 2004). Le gène hypX est absent chez E. cou. (Buhrke et friedrich,
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1998). HypX joue un rôle dans la tolérance à l’oxygène. L’activité hydrogénase n’est pas
affectée en condition anaérobie dans un mutant déficient pour HypX. Par contre, en
présence d’oxygène, l’activité est inhibée. De plus un des quatre ligands CN est absent
(Bleijievens et collab., 2004). Une mutation affectant les gènes hypA2B2F2 peut être
complémenter par l’expression des gènes hypA]B]F] et inversement (Wolf et collab.,
199$).
SH et MBH ont chacune un protéase spécifique, respectivement HoxW et HoxM, qui
clive le peptide C-terminal de leur grande sous-unité (Thiemermann et collab., 1996;
Bernhard et collab, 1996). Les produits des gènes hoxABCJ sont impliqués dans la
régulation de la transcription des hydrogénases en réponse à la présence d’hydrogène
(Schwartz et collab., 1999).
KFe(CN)6
HoxF HoxU / HoxH
NAD 4Fe 2Fe 4Fe J7 H2
4Fe NIFe
UJJFMNa
HoxYHoxi / Hoxi
NADPH
Figure 8. Représentation schématique de SH de
R. eutropha H16 (Burgdorf et collab., 2005)
1.5.3 Régulation de l’expression de SH et MBH
Les hydrogénases $H et MBH sont transcrites de manière coordonnée. La transcription à
partir du promoteur de MBH génère un transcrit d’une longueur de 16 903 nt contenant
les gènes structuraux hoxKG, les gènes de maturation hypAJBJFCDEK et les gènes de
régulation hoxABCJ (Schwartz et collab., 1999). La transcription de l’opéron hoxS
(hoxfUYH) génère un ARN de 5 000 nt (Tran-Betcke et collab.,1990).
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L’expression des gènes en réponse à la présence d’hydrogène est régulée au niveau de la
transcription par un mécanisme homologue aux régulateurs des systèmes à deux
composants constitués d’une protéine histidine kinase, d’un capteur de stimulus, et d’un
régulateur de réponse. Elle implique les protéines HoxB, HoxC, HoxJ et HoxA.
L’activateur de transcription est codé par le gène hoxA. HoxA est un régulateur de
réponse de la famille NtrC. La protéine est constituée d’un domaine receveur N-terminal,
d’un domaine central avec une activité ATPase et d’un domaine de liaison à l’ADN C-
terminal (Eberz et friedrich, 1991). HoxA lie par son motif hélice-boucle-hélice les
promoteurs des opérons MBH et $H qui sont dépendants du facteur de transcription
sigma54 ($chwartz et collab., 1998). HoxJ est une histidine kinase. La phosphorylation
de HoxA sur le résidu Asp55 par la protéine HoxJ bloque la transcription. En présence
d’hydrogène, l’activité kinase de HoxJ est inactivée et HoxA est déphophorylée (Lenz et
friedrich, 199$). Un troisième élément détecte la présence d’hydrogène. Il s’agit d’une
[NiFe]-hydrogénase régulatrice composée de la protéine HoxB homologue à la petite
sous-unité des hydrogénases et de la protéine HoxC homologue à la grande sous-unité
(Lenz et friedrich, 199$; Kleihues et collab., 2000).
Les hydrogénases de R. eutropha 1116 sont exprimées en présence d’hydrogène et aussi
en présence d’une source de carbone pauvre en énergie, comme le glycérol (Friedrich et
Schwartz, 1993). Avec une source de carbone plus riche, comme le succinate,
l’expression des hydrogénases est inhibée. Il est possible que l’état énergétique de la
cellule agisse sur l’activité de HoxA (friedrich, 1982).
Les gènes hox et hyp sont exprimés à faible niveau, même lorsque la synthèse de SH et
MBH est réprimée. L’expression constitutive de HoxA, HoxJ, l’hydrogénase régulatrice
ainsi que des protéines nécessaires à sa maturation permet de détecter la présence
d’hydrogène en tout temps.
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1.6 Projet de recherche
Dans cette étude, nous avons, dans un premier temps, étudié le rôle des conditions de
culture sur le rendement de la production d’hydrogène. Nous avons évalué les effets des
limitations d’azote et de phosphate sur la croissance et la production d’hydrogène de
même que le rendement de production de cultures en lot et en continu. Dans un deuxième
temps, nous avons tenté d’utiliser une hydrogénase dont le substrat n’était pas le formiate
pour améliorer le rendement de la production d’hydrogène. Un système d’expression
pour l’hydrogénase NAD-dépendante de Raïstonia eutropha H16 a été introduit chez
E. cou. En outre, l’effet d’une mutation du gène codant pour l’alcool déshydrogénase sur
la production d’hydrogène par l’hydrogénase NAD-dépendante exprimée chez E. cou a
été vérifiée. Le système régulateur du cycle de Krebs ArcAB a aussi été inhibé dans le
but de rendre disponible comme substrat un excès de pouvoir réducteur provenant du
cycle de Krebs sous la forme de NADH.
2. Matériel et méthode
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2.1 Souches bactériennes, plasmides et milieux utilisés
Les souches bactériennes et les plasmides utilisés dans cette étude sont respectivement
présentés dans les tableaux V et VI. Pour la culture des souches d’E. cou en bouillon, les
milieux LB (10 g de bactotryptone, 5 g d’extrait de levure, 10 g NaCl par L) (Miller,
1992, p. 439), minimal M9 (42,55 mM Na2HPO4, 19,22 mM KH2PO4, 18,7 mM NH4CI,
8,56 mM NaCl, 1 mM Mg504, 0,1 mM CaCI2 0,8 % glucose, 100 mM MES, pH 6,6)
(Miller, 1992, p. 437) ou minimal MOP$ (40 mM MOPS, 4 mM tricine, pH 7,4, 1 mM
feSO4 7H20, 9,5 mM NH4CI, 0,276 mM K2504, 0,5 mM CaCl2, 0,525 mM MgC12, 50
mM NaCl, 1,32 mM K2HPO4, 0,8 ¾ glucose) (Neidhardt, 1974) ont été utilisés. Quant à
la culture de R. eutropha 1116, le milieu NB (8 g de bouillon nutritif par L) (Difco) a été
utilisé. Pour les expériences nécessitant la croissance hétérotrophe de R. eutropha 1116, le
milieu minimal FGN (63,40 mM Na2HPO4, 11,02 mM KH2PO4, 37,40 mM NH4CI, 0,81
mM MgSO4, 0,07 mM CaCI2, I M NiC12, 0,2 mM FeC13, 0,2 % fructose, 0,2 % glycérol)
(Schlegel et collab., 1961) a été utilisé. Le tableau VII présente la concentration des
produits ajoutés aux milieux. Les souches ont été mises en collection dans du glycérol
15 % à—20° C.
2.2 Conditions de culture
2.2.1 Culture anaérobie en lot
Pour les études portant sur les effets de la concentration d’azote, les précultures ont été
cultivées dans le milieu minimal M9 avec MES, pH 6,6 (sauf indication contraire) en
conditions aérobies toute la nuit à 37° C, avec agitation. Après un lavage avec du milieu
M9 sans azote, la suspension a été diluée 1/100 dans du M9 avec différentes
concentrations de NH4C1. Les concentrations finales de NH4C1 étaient celles-ci : 0, 0,45,
0,9, 1,35,2,25,3,15,9, 13,5 et 1$ mM. Pour obtenir des conditions anaérobies, 2 ml de la
suspension ont été transférés dans des fioles de 10 ml. Les fioles ont été fermées
hermétiquement dans un atmosphère d’argon. Les cultures ont été mises 48 h à 37° C
sans agitation.
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Tableau V. Génotypes et provenances des souches bactériennes utilisées
Souche Génotype Référence
E. cou
DH5Œ 80dlacZAM I 5A(ÏacZYA-argF) Gibco/BRL
recA endA hsdR sapE
BW545 ti(lacU)]69, rpsL collection du laboratoire
JW 135 BW545 zlhya-Km tihyb-Km laboratoire Shanmugam
QC2575 MG 1655 AarcA :: TCr laboratoire Touati
DC 1048 cladhE, zch t: TnlO laboratoire Clark
AK7$6 S 17-1 pCH455 (Apt) laboratoire friedrich
FTDI47 MC4 100 AhyaB AhybC AhycE collection du laboratoire
DHAB3 DH5Œ portant pAB3 cette étude
DHABI3 DH5Œ portant pABI3 cette étude
FTAB 1 FTD 147 portant pAB 15 cette étude
FTAB2 FTD 147 AadhE, zch t: TnlO cette étude
FTAB3 FTD147 AarcA t: Tcr cette étude
FTAB4 FTDAB2 portant pAB 15 cette étude
FTAB5 FTDAB3 portant pAB 15 cette étude
R. eutropha H16 wild-type, SW, MBH, RH, AIC 17699
HoxJ- (hoxJgI264a)
Tableau VI. Caractéristiques et provenances des plasmides utilisés
Plasmide Caractéristiques Référence
pBluescript IIKS+ APr lacZ, T7 gene 10 promoter, flori Stratagene
pTRC99A APr, trc promoteur/opérateur, taci, Amman et
CotEl répticon collab., 1988
pCH455 pKS+ portant un fragment HindIII de 15,0 kb Massanz et
pGEI5 collab., 199$
pAB3 pKS+ portant un fragment 2,6 kb cette étude
XbaI-BamHl provenant de pCH455
pAB 13 cette étude
pKS+ portant un fragment 15,0 kb XbaI-HindIII
pAB 15 pTRC99A portant un fragment 15,0 kb 7aI-HindIII cette étude
provenant de pAB 13
Tableau VII. Concentrations des produits ajoutés
Produit Concentration
Antibiotique (tg/ml)
Ap 100
Km 50
Tc 15
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Pour les études portant sur les effets de la concentration de phosphate, le milieu M9 a été
remplacé par le milieu MOPS. Les concentrations finales de KH2PO4 étaient 0, 0,03,
0,07, 0,13, 0,33, 0,5, 1, 1,5, 2 mM. Les conditions de cultures étaient les mêmes à celles
des expériences sur la variation d’azote.
2.2.2 Culture anaérobie en continu
Pour les études portant sur les effets de la limitation d’azote sur une culture anaérobie en
continu, 7 L de milieu minimal M9 contenant du MES, pH 6,6 et du NH4C1 3,15 mM a
été préparé dans une bouteille de 15 L. Les composantes du chémostat (Bioflo C30, New
Brunswick Scientific), c’est-à-dire une bouteille de 15 L contenant le milieu de culture,
une cuve d’une capacité de 250 ml, une bouteille à déchets de 15 L et des tubes, ont été
assemblées et autoclavées. Après la stérilisation de l’appareil, une pompe péristaltique a
rempli la cuve. Dans la cuve, le milieu a été inoculé avec une culture de nuit diluée 1/100.
La culture a été mise en condition anaérobie sous une atmosphère d’argon renouvelé à
37° C avec agitation. La pompe a été mise en marche à un débit constant. Des
échantillons gazeux et liquide ont été prélevés après que 1,5 L de milieu se soit écoulé.
Les taux de dilution étaient:0,0,1 0,3, 0,5, 0,6 h’.
Pour les études portant sur les effets de la limitation de phosphate sur une culture en
continu, le milieu M9 avec MES a été remplacé par le milieu MOPS contenant du
K2HPO4 0,13 mM.
2.2.3 Culture des souches de E. cou contenant le plasmide pAB15
Pour les études portant sur la production d’hydrogène par l’hydrogénase NAD
dépendante de R. eutropha 1116 chez E. cou, le milieu LB a été utilisé. Les conditions de
culture des souches E. cou FTD 147, FTAB4 et FTAB5 étaient identiques à celles décrites
dans la section 2.2.1. La souche E. cou FTAB5 a été cultivée dans une atmosphère
d’argon et d’air comprimé. Les taux d’aérobiose étaient successivement de 10 %, 30 %,
et 50 %.
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2.3 Manipulation de l’ADN
2.3.1 Extraction de l’ADN plasmidique
Une culture de nuit de 5 ml a été centrifugée pendant 10 min. Le culot a été resuspendu
dans 100 tl de la solution de TEG (25 mM Tris, pH 8, 10 mM EDTA, 50 mM glucose).
Le contenu a été transféré dans un microtube de I ,5 ml et laissé sur glace pendant 5 min.
Après l’incubation, 200 t1 d’une solution fraîche de 0,2 M NaOH, 1 % SDS a été ajouté
et mélangé par inversion. Le microtube a été placé sur glace pour une seconde incubation
de 5 min. Ensuite, 150 rl d’une solution d’acétate d’ammonium 3 M, pH 4,5 a été ajouté,
mélangé par inversion et placé sur glace pour une dernière incubation de 5 min. Suite à
une centrifugation à 13 000 rpm de 10 mm, le surnageant a été transféré dans un nouveau
microtube et 900 jil d’éthanol 100 % a été ajouté. Le microtube a été centrifugé à 13 000
rpm pendant 15 min. Le culot a d’abord été lavé avec 500 tl d’éthanol 70 %. Le culot a
ensuite été séché et resuspendu dans 30 tl d’eau distillée stérile contenant 40 ig/ml
Rnase.
2.3.2 Amplification par PCR
L’appareil GeneAmp PCR system 2400 (Perkin Elmer) a été utilisé pour l’amplification
de fragments d’ADN. La réaction de PCR a été effectuée dans un volume final de 50 i1
qui contenait: 1 d d’ADN plasmidique, l’enzyme de polymérisation Pfu 1,25uJ50il
(laboratoire de Patrick Hallenbeck), le tampon Ffu avec MgSO4 iX (fermentas), le
mélange de dNTP 0.2 mM (Bioshop) et les amorces 1 iM (AYphaDNA). Le protocole de
fermentas a été utilisé.
2.3.3 Digestion par des enzymes de restriction
Les différentes enzymes de restriction (Invitrogen) ont été utilisées selon le protocole du
manufacturier. Les digestions enzymatiques ont été effectuées pendant I h à 370 C.
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2.3.4 Extraction de l’ADN à partir d’un gel d’agarose
La bande d’ADN choisie a été excisée du gel d’agarose 0,8 % et mise dans un microtube.
Ensuite, le QIAEXII Gel Extraction Kit (Qiagen) a été utilisé selon le protocole du
manufacturier. L’ADN ainsi purifié a été conservé à _200 C.
2.3.5 Méthode de ligation
Le fragment d’ADN et le vecteur ont été digérés avec des enzymes de restriction
compatibles puis purifiés à partir d’un gel d’agarose. La T4 ligase d’Invitrogen a été
utilisée selon le protocole du manufacturier avec un ratio approximatif de 3 :1 (insert:
vecteur). Les réactions de ligation ont été effectuées à la température ambiante pendant
1 h.
2.4 Transformation
2.4.1 Préparation de cellules thermocompétentes fraîches
Une culture de nuit a été diluée 1/50 dans 5 ml de LB et incubée 2 h à 370 C. Les cellules
ont été gardées sur glace 15 min. et centrifugées à 2500 rpm pendant 15 min à 4° C. Le
culot de cellules a été lavé dans 1 ml de CaC12 0,1 M froid et transféré dans un microtube
froid. Les cellules ont ensuite été centrifugées à 13000 rpm pendant 5 min 4 C. Le
culot a été resuspendu une dernière fois dans 200 tl de CaCI2 0,1 M froid. Les cellules
ont été conservées sur glace 30 min avant de procéder à la transformation.
2.4.2 Transformation chimique
Un mélange de 100 tl de cellules compétentes et 1 tl d’ADN plasmidique ou 10 jil
d’ADN plasmidique produit par ligation a été incubé 15 à 30 min sur glace. Le mélange a
été soumis à un choc thermique (2 min à 42° C), puis à une incubation sur glace de 2 min.
Ensuite, 500 pi de milieu LB était ajouté et la suspension était incubée pendant 1 h à
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370 C avec agitation. 100 tl de cellules transformées ont été étalées sur une gélose LB
contenant l’antibiotique approprié. La gélose a été incubée toute la nuit à 37° C. Les
colonies ainsi obtenues ont été mises en collection.
2.5 Transduction généralisée
2.5.1 Préparation du lysat phagique de Plvir liquide
Une culture de nuit de la souche contenant le marqueur à transduire a été diluée 1/100
dans 5 ml de LB avec 5 mM CaC12 et 0,2 % glucose puis incubée 2 h 30 à 37° C sans
agitation. Ensuite, 100 pi d’un lysat phagique de Plvir (laboratoire Drolet) ayant un titre
approximatif de 1 x phage/ml a été ajouté. Après une incubation de 2 h 30 à 37° C
avec agitation, 300 pi de chloroforme a été ajouté. La culture a été vortexée avant d’être
centrifugée 15 min à 1600 g à 4° C. Quelques gouttes de chloroforme ont été ajoutées au
surnageant. Le lysat phagique a été vortexé avant d’être centrifugé 15 min à 1600 g à
4° C. Le lysat phagique ainsi obtenu a été conservé à 4° C (Miller, 1992, p. 268-74).
2.5.2 Transduction avec un lysat phagique de Plvir
Une culture de nuit de 1,5 ml a été centrifugée à 13 000 rpm pendant 5 min puis
resuspendue dans 450 pi de tampon MC (0,1 M MgS044, 5 mM CaCl2). Un mélange de
100 pi de la suspension et 100 pi du lysat phagique contenant le marqueur à transduire a
été incubé 20 min à 37° C dans un premier microtube. Dans un second microtube, un
mélange de 100 pi de la suspension et 100 pi du lysat phagique dilué 1/10 a été incubé
dans les mêmes conditions. Après avoir ajouté 200 pi de tampon citrate (0,1 M acide
citrique, 220 mM NaOR, pH 5,5), la suspension a été centrifugée. Le culot a été
resuspendu dans 1m! de milieu LB contenant du sodium citrate 20 mM et incubé 1 h à
37° C. La culture a été centrifugée et le culot a été resuspendu dans 150 pi de milieu LB
avec sodium citrate 20 mM. Finalement, les cellules ont été étalées sur un Pétri LB
contenant du sodium citrate 20 mM et l’antibiotique approprié. Les colonies ainsi
obtenues ont été mises en collection (Miller, 1992, p. 268-74).
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2.6 Construction des plasmides et des souches
2.6.1 Construction de pTRC99A-SH+
Pour cloner la région d’environ 15 kb conteant l’opéron hoxS provenant de pCH455 dans
le plasmide d’expression pTRC99A, un site de restriction XbaI a été ajouté en amont de
la région codante de l’opéron hoxS. Pour ce faire, un fragment de 2,6 kb a été amplifié
par PCR avec une amorce en 5’ contenant le site XbaI et une amorce en 3’ s’hybridant à
un site BamHI présent dans l’opéron hoxS. Les conditions de PCR étaient: 30 cycles de 1
min à 94°C, 30 sec à 55° C et 5 min à 72° C. La séquence 5’-3’de l’amorce utilisé en 5’
était: CCTCTAGAATGGATAGTCGTATC (Alpha DNA). La séquence 5’-3’de
l’amorce utilisé en 3’ était: GATCTTGCCTTCACGGTTCG (Alpha DNA). Le produit
de PCR a été purifié à partir d’un gel d’agarose. Le fragment de PCR a été lié à pKS+
préalablement digéré avec XbaI-BamHI et purifié. Le produit de ligation (pAB3) a été
transformé dans DH5Œ (DHAB3). Pour reconstruire l’opéron hoxS, pCH455 et pAB3 ont
été digérés avec BamHI-HindIII, purifiés et liés. Le produit de ligation (pABJ3) a été
transformé dans DH5Œ (DHAB13). finalement, la région d’environ 15 kb contenant
Ï’opéron hoxS a été clonée sous le contrôle du promoteur de pTRC99A. pTRC99A et
pAB 13 ont été digérés avec XbaI-HindIII puis purifiés pour une réaction de ligation. Le
produit de ligation QABI5) a été transformé dans différentes souches d’E. cou. La
construction du plasmide pAB 15 a été vérifiée par PCR. La séquence 5 ‘-3 ‘de l’amorce
utilisé en 5’ était: CCGACATCATAACGGTTCTGGCAA (Alpha DNA). La séquence
5’-3’ de l’amorce utilisé en 3’ était: TGTCGAACAGGCCAAACATCCCAT (Alpha
DNA).
2.6.2 Construction des souches avec AadhE et AarcA
La souche avec une déletion du gène adhE, FTAB2, a été obtenue par transduction
phagique de la souche FTD147 à partir d’un lysat phagique préparé avec la souche
DC 1848. La souche FTAB3, mutée pour arcA a été obtenue par transduction phagique de
la souche fTD 147 à partir d’un lysat phagique préparé avec la souche QC2575.
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2.7 Méthodes de l’analyse des protéines
2.7.1 Expression et extraction des protéines
La culture pour l’extrait cellulaire de E. cou a été préparée à partir d’une préculture
diluée 1/40 dans 300 ml de milieu LB avec l’antibiotique approprié et 0,05 mM IPTG.
Pour obtenir une condition anaérobie, une bouteille avec un goulot à vis a été
complètement remplie. La culture a été incubée toute la nuit à 300 C. Par la suite, la
culture a été centrifugée 10 min à 10 000 rpm à 4° C, resuspendue dans 10 ml de tampon
Tris 50 mM contenant du glycérol 15 %, pH 7,6 et transférée dans un tube Falcon de 50
ml. Les cellules ont été soniquées 4 fois pendant 30 sec sur glace à une amplitude de 39
%. La suspension a été centrifugée 15 min à 10 000 rpm à 4° C. Le surnageant et le culot
resuspendu dans 10 ml de tampon Tris 50 mM contenant du glycérol 15 %, pH 7,6 ont
été conservés à —20° C pour l’électrophorèse en gel de polyacrylamide avec SDS ou
utilisés immédiatement pour les expériences portant sur le dosage de l’activité de
1’ hydrogénase NAD-dépendante.
L’extrait cellulaire de R. eutropha H16 a été obtenu à partir d’une culture de nuit diluée
1/100 dans 250 ml de milieu minéral FGN incubée 4$ h à 28° C. Les cellules ont été
resuspendues dans 10 ml de tampon Tris 50 mM contenant du glycérol 15 %, pH 7,6. Les
cellules ont été soniquées 4 fois pendant 30 sec sur glace à une amplitude de 39 ¾. Après
l’étape de sonication, la suspension était centrifugée 45 min à 100 000 g à 4° C. Le
surnageant et le culot resuspendu dans 10 ml de tampon Tris 50 mM contenant du
glycérol 15 %, pH 7,6 ont été conservés à —20° C pour l’électrophorèse en gel de
polyacrylamide avec SDS ou utilisé immédiatement pour les expériences portant sur le
dosage de l’activité de l’hydrogénase NAD-dépendante.
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2.7.2 Électrophorèse en gel de polyacrylamide avec SDS
L’électrophorèse était effectuée selon la méthode de Laemmli (Laemmli, 1973) avec
l’appareil Mini-Protean II Electrophoresis celi (Bio-Rad). La séparation a été faite à partir
d’un gel de polyacrylamide 12 % à 200 V pendant 1 h dans un tampon d’électrophorèse
(25 mM Tris, 192 mM glycine et de 0,1 % SDS) (Laemmli, 1973). Le marqueur
BenchMark Prestained Protein Ladder (Invitrogen) a été utilisé.
2.7.3 Transfert des protéines par Western blot
Les protéines du gel de l’électrophorèse ont été transférées sur membrane de PVDF
(Boehringer Manheim) avec l’appareil Mini Trans-Blot Celi (Bio-Rad) selon le protocole
du manufacturier (Bio-Rad). L’électroélution était effectuée à 35 V pendant la nuit dans
un tampon de transfert (20 % de méthanol, 25 mM Tris, 192 mM glycine) (Bio-Rad).
2.7.4 Hybridation avec des anticorps
La membrane a été lavée deux fois pendant 5 min avec un tampon Tris avec du Tween
(TBST) (25 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaC1, 0,0 5 % Tween). Elle a été bloquée pendant
1 h avec du TBST contenant du lait en poudre 5 % et lavée deux autres fois avec du
TBST. L’anticorps primaire anti-SH polyclonal (laboratoire friedrich) dilué 1/2000 dans
20 ml de TBST contenant du lait en poudre 0,5 % a été laissé 2 h avec agitation. Après
deux lavages avec du TBST l’anticorps secondaire anti-IgG de lapin conjugué à la
peroxydase (Bio-Rad) diluée 1/25 000 dans 20 ml de TBST contenant du lait en poudre
0,5 % a été agité 2 h. La membrane était prête pour la détection après deux lavages avec
du TBST et un lavage avec un tampon Tris sans Tween (25 mM Tris, pH 7,4, 150 mM
NaCl) (Yakunin et Hallenbeck, 1998).
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2.7.5 Détection de la présence de protéines
Suite à l’hybridation des anticorps primaires et secondaires, les protéines fixées sur la
membrane de PVDF ont été détectées avec les réactifs ECL Western Blotting Detection
Reagents (Amersham Biosciences) selon les directives du manufacturier. Un film Kodak
BioMax XAR Film (Fisher Scientific) a été exposé à la membrane de 30 sec à 2 min.
2.8 Dosages
2.8.1 Dosage de l’activité enzymatique de SH
L’activité de réduction du NAD des extraits cellulaires préparés selon la méthode décrite
dans la section 2.7.1 a été dosée par spectrophotométrie. Du tampon Tris 50 mM, pH 7,6
chauffé à 30° C a été mis dans une fiole. La fiole a été scellée hermétiquement et
l’atmosphère ambiante a été suppléée par l’hydrogène pendant 15 min. Une cuvette de
3 ml scellée hermétiquement a été remplie avec 1,9 ml de tampon Tris 50 mM, pH 7,6
saturé avec de l’hydrogène et 20 tg d’extrait cellulaire. La réaction a été initiée en
ajoutant 40 tl NAD 48 mM. La réduction du NAD a été mesurée à 365 nm à 30° C.
2.8.2 Dosage de l’hydrogène
La production d’hydrogène a été dosée par chromatographie en phase gazeuse avec un
appareil Gas Chromatograph GC-$A (Shimadzu). La température de la colonne (tamis
moléculaire de 5 Â) était de 60° C tandis que celle du détecteur était de 110° C, le tout
ventilé par de l’argon. Le courant était de 70 mA et la vitesse de l’enregistreur (Linear)
de 1 cmlmin, pour une atténuation de 8.
Un échantillon de 50 il provenant de la phase gazeuse des cultures en -condition
anaérobie (fTD147, JW135, BW135, FTABI, FTAB4, FTAB5) ou en condition de faible
aérobiose (fTAB5), a été prélevé et injecté dans l’appareil. Le temps de rétention de
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l’hydrogène était de 18 sec. La quantité d’hydrogène a été calculée à partir d’une courbe
d’étalormage. Pour la culture en lot, l’équation suivante a été utilisée
quantité d’hydrogène (nmol) = amplitude (mm) x atténuation x volume de la phase gazeuse (7,7 ml) /
volume de l’échantillon (0,05 p]) x courbe d’étalonnage (1,4364)
Pour la culture en continu l’équation suivante a été utilisée
quantité d’hydrogène (nmol) en 24 h = amplitude (mm) x atténuation x débit du gaz (ml/h) x 24 h /
volume de l’échantillon (0,05 pI) x courbe d’étalonnage (1,4364)
2.8.3 Dosage du glucose
Les cellules ont été centrifugées 5 min à 13 000 g et le surnageant conservé à —20° C. La
concentration de glucose a été dosée au centre hospitalier universitaire Sainte-Justine.
3. Résultats
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3.1 Production d’hydrogène avec différentes souches et milieu M9
tamponné en condition de croissance en lot
Dans un premier temps, la production d’hydrogène a été étudiée avec des cultures en lot
afin de déterminer la souche de E. cou qui serait utilisée dans l’ensemble des expériences
portant sur les limitations de nutriments et pour déterminer la composition optimale du
milieu minimal M9. Les conditions de croissances sont présentées dans la section 2.2.1
du Matériel et méthode. Les résultats représentent la moyenne de trois expériences
indépendantes effectuées en triplicatas.
3.1.1 Comparaison de la production de FI2 pour les souches E. cou BW545 et
JW135
Les productions d’hydrogène d’une souche sauvage de E. cou, BW545 et d’une souche
mutée pour Hydl et Hyd2, JW135, ont été comparées. Hydi et Hyd2 sont deux
hydrogénases exprimées en anaérobie qui consomment de l’hydrogène. La souche JW135
exprime uniquement l’hydrogénase qui est responsable de la production de H2 (Hyd3) en
anaérobie. La souche 3W545 est la souche parente de JW135. Elle exprime les trois
hydrogénases. Pour vérifier si l’hydrogène produit par Hyd3 était oxydé par Hydi et/ou
Hyd2, les deux souches ont été cultivées en lot dans une atmosphère d’argon à 37° C sans
agitation dans le milieu M9. Les nombres de tmol de H2 produits après 48 h par ml de
culture sont inscrits dans le tableau VIII. Les résultats démontrent que la quantité de H2
produite par la souche mutante JW135 est supérieure de 53 % à la quantité produite par la
souche sauvage BW545.
Tableau VIII. Quantité de H2 produite par les souches de E. cou sauvage BW545 et
mutante JW135
Souche de E. cou H2
imol/ml
BW545 7,07 ± 0,4
JW135 10,85 ±1,0
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3.1.2 Comparaison de la production de H2 de la souche E. cou JW135 dans les
milieux minimaux M9 et M9 tamponné
Les productions en lot d’hydrogène de la souche E. cou JW135 dans une atmosphère
d’argon avec les milieux M9 et M9 tamponné avec du MES 100 mM, pH 6,6 ont été
comparées. Les nombres de jimol de H2 produits après 48 h à 37° C sans agitation par ml
de culture, sont inscrits dans le tableau IX. Les résultats indiquent que la quantité de H2
produite est supérieure de 56 % dans le milieu avec du tampon MES 100 mM, pH 6,6 en
comparaison au milieu M9 sans tampon.
Tableau IX. Quantité de H2 produite par la souche E. cou 1W135 dans les milieux M9
et M9 tamponné
Milieu de culture H2
jimol/ml
M9 avec H20 10,85 ± 1,0
M9 avec tampon MES, pH 6,6 16,91 ± 1,4
3.2 Effets des concentrations d’azote et de phosphate en condition de
croissance en lot
Après avoir déterminé que l’inactivation de Hydl et Hyd2 et l’ajout du tampon MES
dans le milieu M9 tamponné augmentaient la production de H2, des expériences portant
sur les effets de la concentration de nutriments ont été effectuées. Les effets des
concentrations d’azote (NH4C1) ou de phosphate (KH2PO4) sur la croissance en lot, la
production de H2 et le rendement de la production de H2 ont été étudiés chez la souche E.
cou JW135. Le milieu MOPS plutôt que le milieu M9 tamponné a été utilisé pour les
expériences sur les effets de la concentration de phosphate parce que la concentration
bactérienne variait d’un essai à l’autre lorsque la concentration de phosphate du milieu
M9 était faible (données non présentées). Les expériences ont été effectuées selon les
conditions de croissance décrites dans la section 2.2.1 du Matériel et méthode. Chaque
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expérience a été répétée au moins trois fois. Les résultats rapportés représentent la
moyenne d’au moins trois expériences indépendantes effectuées en triplicatas.
3.2.1 Effets de la concentration d’azote
La croissance de la souche E. cou JW135 en lot dans une atmosphère d’argon avec le
milieu M9 a été étudiée par spectrophotométrie pour déterminer la concentration d’azote
(NH4C1) limitante. La densité optique a été mesurée après 4$ h à 370 C sans agitation.
Les résultats pour les différentes concentrations d’azote utilisées sont présentés dans la
figure 9. Le graphique montre que la concentration bactérienne augmente entre O et 9
mM NH4C1 et qu’un plateau se forme entre 9 et 1$ mM NH4CI. L’azote est donc limitant
pour les concentrations inférieures à 9 mM NH4C1. La DO550 maximale atteinte est de
1,7.
figure 9. Croissance en lot de la souche E. cou JW135
en fonction de la concentration d’azote
En plus de la croissance, la quantité de FI2 produite en lot par la souche JW135 dans une
atmosphère d’argon avec le milieu M9 a été mesurée par CG après 4$ h à 37° C sans
agitation. La figure 10 montre le nombre de prnol de H2 produit par ml de culture pour
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chaque concentration d’azote utilisée. La quantité de H2 produite est dépendante de la
concentration d’azote lorsque celui-ci est limitant pour la croissance, soit entre O et 3,15
mM NH4C1. Entre 3,15 et 18 mM NH4C1, la quantité de H2 produite augmente
légèrement. La quantité maximale de 112 produite est de 25,30 j.imol.
25
Pour vérifier si la production de H2 est proportionnelle à la concentration bactérienne, le
rapport entre la quantité de H2 produite par ml de culture et la densité optique a été
calculé. Les résultats dc la figure 11 montrent que ce n’est pas le cas. En effet, la quantité
de H2 produite est supérieure entre 0,45 et 3,15 mM NH4CJ, c’est-à-dire lorsque l’azote
est limitant pour la croissance.
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Figure 10. Quantité de H2 produit par la souche E. cou JW135 en
lot en fonction de la concentration d’azote
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Figure 11. Quantité de H2 produite par la souche E. cou
JW135 en lot divisée par la DO550 en fonction de
la concentration d’azote
L’effet de la concentration d’azote sur le rendement de la souche JW135 a ensuite été
étudié. Le rendement a été calculé en divisant la quantité de H2 produite par la quantité de
glucose consommé. La quantité de glucose restant dans le milieu de culture a donc été
dosée après 4$ h de croissance en lot avec le milieu M9 dans une atmosphère d’argon à
370 C sans agitation (doimées non présentées). La figure 12 montre le rendement de la
production de H2 pour chaque concentration d’azote utilisée. Les résultats indiquent que
le rendement est d’environ 0,6 à 2,25 mM NH4C1 et aussi lorsque l’azote est en surplus
aux concentrations de 13,5 et 1$ mM NH4C1. Le rendement est supérieur entre 0,45 et
1,35 mM NH4CI. Il est le plus élevé à 0,9 mM NH4C1. À cette concentration, le
rendement de 1,7$ se rapproche de la valeur maximale qu’il peut atteindre. Une molécule
de glucose peut produire jusqu’à deux molécules de H2 par la fermentation acide mixte.
Un rendement de 2 moles H2 par mole de glucose consommé est atteint quand la totalité
du glucose est utilisé pour la fermentation.
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Figure 12. Rendement de la production de FI2 par la
souche E. cou JW135 en lot en fonction de la
concentration d’azote
3.2.2 Effets de la concentration de phosphate
Les effets de la concentration de phosphate (KH2PO4) sur la croissance en lot, la
production de FI2 et le rendement de la production de H2 ont aussi été étudiés chez la
souche E. cou JW135 avec le milieu MOPS. D’abord, la croissance en lot dans une
atmosphère d’argon dans le milieu MOP$ a été mesurée pour différentes concentrations
de phosphate. Les résultats obtenus après 48 h à 370 C sans agitation avec différentes
concentrations de phosphate sont présentés dans la figure 13. Les résultats montrent que
la densité bactérienne chute lorsque la concentration de phosphate est inférieure à
0,13 mM KH2PO4. La concentration de phosphate suffisante pour maintenir la croissance
est donc inférieure à celle l’azote. En effet, les concentrations limitantes sont
respectivement 0,13 mM KH2PO4 pour le phosphate et 9 mM NH4C1 pour l’azote (fig.9). -
En outre, la densité bactérienne continue d’augmenter entre 0,13 et 1,5 mM KH2PO4. La
DO550 maximale atteinte est de 1,02.
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Figure 13. Croissance en lot de la souche E. cou JW135
en fonction de la concentration de phosphate
Afin de mesurer l’effet de la concentration de phosphate sur la production de FI2 de la
souche JW135, la quantité de FI2 a été prise après 4$ h à 37° C sans agitation de culture
en lot dans une atmosphère d’argon. La figure 14 montre le nombre de imo1 de H2
produit par ml de culture pour chaque concentration de phosphate utilisée. Les résultats
du dosage de l’hydrogène des cultures avec le milieu MOPS sont peu reproductibles. La
concentration de phosphate semble avoir peu d’effet sur la quantité H2 de produite. La
production de H2 est équivalente entre 0,03 mM et 0,07 mM KH2PO4. Entre 0,03 mM et
0,13 mM KH2PO4, la production de H2 augmente par contre de 47 % (4,56 à 6,69 mol).
Un plateau se forme entre 0,13 et 1,5 mM KFI2PO4. La production de H2 maximale d’une
culture avec le milieu MOPS de 7,39 jimol est inférieure à celle d’une culture avec le
milieu M9. Avec le milieu M9, elle est plutôt de 25,30 tmol (fig. 10).
Le rapport entre la quantité de TI2 et la densité optique pour les différentes concentrations
de phosphate est illustré dans la figure 15. Le graphique indique que la production de H2
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est proportionnelle à la concentration bactérienne puisque le rapport varie peu lorsque le
phosphate est limitant ou en surplus.
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Figure 14. Quantité de H2 produit par la souche E. cou JW135 en lot en
fonction de la concentration de phosphate
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Figure 15. Quantité de FI2 divisé par la DO550 en fonction de
la concentration de phosphate
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Pour vérifier si la concentration de phosphate a un effet sur le rendement de la production
de H2, la quantité de glucose restant dans le milieu de culture a été dosée (données non
présentées). La figure 16 montre le rapport entre la quantité de H2 produite et la quantité
de glucose consommée pour les différentes concentrations de phosphate après 48 h de
croissance en lot dans une atmosphère d’argon à 370 C sans agitation de la souche
JW135. Le rendement de la production de H2 a été amélioré en diminuant la
concentration de phosphate : de 0,62 et 0,65 avec 0,033 et 0,07 mM KH2PO4. Le meilleur
rendement, 0,95, se situe entre 0,132 et 0,5 mM KH2PO4.
3.3 Effets des limitations d’azote et de phosphate en condition de croissance en
continu
Les effets des limitations d’azote ou de phosphate de cultures en continu sur la
croissance, la production de H2 et le rendement de la production de 112 ont été étudiés
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Figure 16. Rendement de la production de 112 par la souche
E. cou JW135 en lot en fonction de la
concentration d’azote
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pour différents taux de dilutions. Chaque expérience a été répétée au moins trois fois. Les
conditions de croissance sont décrites dans la section 2.2.2 du Matériel et méthode.
Dans une culture en continu, le milieu de culture frais est ajouté à un taux de dilution
constant et un volume équivalent de la suspension bactérienne est retiré. Des échantillons
de la phase gazeuse et de la suspension bactérienne sont analysés après qu’au moins 1,5 L
de milieu se soit écoulé, pour s’assurer que la culture ait atteint un équilibre dynamique.
3.3.1 Effets du taux de dilution en condition de limitation d’azote
La souche E. cou JW135 et le milieu M9 tamponné 3,15 mM NH4C1 ont été utilisés pour
étudier les effets de la limitation d’azote sur la croissance, la production de H2 et le
rendement d’une culture en continu dans une atmosphère d’argon renouvelé avec
agitation.
Les résultats rapportés dans la figure 17 montrent la concentration bactérienne de la
souche JW135 pour différents taux de dilution. Tel que prévu, la concentration
bactérienne diminue lorsque le taux de dilution augmente. À un taux de dilution de
0,6 h1, la densité optique est de 0,117.
Le nombre de iimol de FI2 produit en 24 h par ml de culture de la souche JW 135 pour
différents taux de dilutions est illustré dans la figure 1$. Les résultats indiquent que, à
l’instar de la densité bactérienne, la production d’hydrogène diminue entre O et 0,6 h’. La
production d’hydrogène en 24 h au taux de dilution de O h’ (64,45 prnol) est supérieure à
la production d’hydrogène après 4$ h d’une culture en lot (19,75 iimol) (fig. 10). Les
conditions de croissance avec le chémostat sont donc meilleures pour la production
d’hydrogène que les conditions de croissance utilisées pour la croissance en lot. Avec le
chémostat la culture est agitée, le volume de culture est plus important (250 ml plutôt que
2 ml pour une culture en lot) et l’atmosphère d’argon est renouvelée.
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Le rendement de la production d’hydrogène en 24 h de la souche JW135 pour différents
taux de dilutions a été calculé. Les résultats sont présentés dans la figure 19. Le
rendement est de 2,07 lorsqu’aucun milieu frais n’est ajouté. L’apport de milieu frais
diminue le rendement et celui-ci chute à 0,50 à un taux de dilution de 0,1 h’.
3.3.2 Effets du taux de dilution en condition de limitation de phosphate
Les effets de la limitation de phosphate sur la croissance, la production de H2 et le
rendement de la production de 1I2 d’une culture en continu dans une atmosphère d’argon
renouvelée avec agitation ont été mesurés chez la souche E. cou JWI35 dans le milieu
MOPS 0,132 mM KH2PO4. La croissance de la souche JW135 a été mesurée pour
différents taux de dilution. La figure 20 montre que la concentration bactérienne diminue
entre O et 0,6 W1 sans toutefois se rapprocher de 0. Le taux de dilution aurait pu être
augmenté.
Le nombre de imol de H2 produit par ml de culture de la souche JW135 en 24 h pour
différents taux de dilution est présenté dans la figure 21. Les résultats indiquent que la
production d’hydrogène ne varie pas entre 0,1 et 0,5 h1 et qu’elle est d’environ 32 imo1
entre 0,1 et 0,5 het de 20 tmol à un taux de dilution de 0,6 lï’.
Le rendement de la production de H2 en 24 h de la souche JW 135 pour différents taux de
dilution est présenté dans la figure 22. Le rendement diminue entre les taux de dilution de
O et 0,6 W’. Lorsqu’aucun milieu frais est ajouté, le rendement est de 0,99. Il chute à 0,36
à un taux de dilution de 0,1 W’.
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Figure 17. Effet de la limitation d’azote sur la croissance de la souche E. cou JW135 en
continu en fonction du taux de dilution
Figure 18. Effet de la limitation d’azote sur la production de FI2 de la
souche E. cou JW135 en continu en fonction du taux de dilution
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Figure 19. Effet dela limitation d’azote sur le rendement de la production
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Figure 20. Effet de la limitation de phosphate sur la croissance de la souche
E. cou JW135 en continu en fonction du taux de dilution
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Figure 21. Effet de la limitation de phosphate sur la production de H2
de la souche E. cou JW135 en continu en fonction du taux de dilution
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3.4 Clonage des gènes ItoxfUYHWI et hypA2B2f2 dans pTRC99A
R. ezttropha peut utiliser l’hydrogène comme source d’énergie. Elle exprime une
hydrogénase cytoplasmique NAD-dépendante ($11) qui améliore le rendement de la
biosynthèse par molécule d’hydrogène consommé. Nous avons tenté d’utiliser cette
enzyme pour produire de l’hydrogène chez E. cou et ainsi augmenter le rendement de la
production d’hydrogène.
Le promoteur de l’opéron hoxS codant pour SH est dépendant de l’activité de HoxA. Des
études antérieures ont montré que l’opéron n’est pas transcrit chez E. cou (Schwartz et
collab., 199$). Un système d’expression pour l’hydrogénase NAD-dépendant de R.
eutropha H16 chez E. cou a d’abord été formulé. Pour ce faire, une région d’environ
15 kb comprenant l’opéron hox$ (hoxfUYH), les gènes hoxWl et les gènes de maturation
hypA2B2F2 (fig. 8) a été clonée dans un vecteur adéquat pour l’expression chez E. cou.
3.4.1 Insertion du site de restriction XbaI
Pour le clonage dans Je vecteur d’expression pTRC99A (Amann et collab., 1988), un site
de restriction XbaI a été introduit en aval du promoteur de hoxS par PCR. Un fragment de
2,6 kb de l’opéron hoxS a été amplifié à partir du plasmide pCH455 avec une amorce en
5’ qui contient le site de restriction adjacent à la séquence ATG du gène hoxf (fig. 23).
Le produit de PCR a été introduit dans pBluescript préalablement digéré avec XbaI
BamHI. Le patron de digestion du plasmide résultant, pAB3, a été vérifié (fig. 24 A).
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Puit I Marqueur de poids moléculaire Gene Ruler DNA Ladder Mix
Puit 2 : Fragment de 2,6 kb de l’opéron hoxS avec site de restriction
XbaI amplifié par PCR
Figure 23. fragment de 2.6 kb de l’opéron hoxS de R. eutropha H16
avec site de restriction XbaI amplifié par PCR
3.4.2 Clonage dans le plasmide d’expression pTRC99A
La séquence d’environ 15 kb contenant l’opéron hox$ sans la région promotrice a été
reconstruite en liant pCH455 et pAB3 préalablement digérés avec BamHI-HindIII. Le
patron de digestion enzymatique du plasmide résultant, pAB13, a été vérifié. La digestion
de pAB 13 avec XbaI — HindIII a produit un fragment de 14,2 kb correspondant à la
séquence clonée et un fragment de 2,9 kb correspondant au plasmide pBluescript
(fig. 24 B). La digestion de pAB13 XbaI
— HindIII a produit deux fragments
correspondant à la séquence clonée de 11,6 et 2,6 kb et un fragment de 2,9 kb
correspondant au plasmide pBluescript (fig. 24 B)
La séquence de 14,2 kb a ensuite été clonée sous le contrôle du promoteur trc de
pTRC99A en liant pTRC99A et pAB 13 préalablement digérés avec XbaI-HindIII. Un
fragment a été amplifié à partir du plasmide résultant, pABI5, afin de vérifier la
construction génétique. L’amorce utilisée pour la réaction de PCR lie en 5’ une séquence
de pTRC99A située 153 bp en amont du site Xbal. L’amorce utilisée en 3’ lie l’opéron
hoxS 350 bp en aval du site XbaI (fig. 24 C). Le fragment de 503 bp obtenu par la
réaction de PCR confirme la construction du plasmide pAB 15.
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A.
Puit 1: Marqueur de poids moléculaire Gene Ruler DNA Ladder Mix
Puit 2: pAB3
Puit 3 : fragment de 5,5 kb de pAB3 suite à une digestion de pAB3 avec
BarnHI — HindIlI
B.
— 2,9 kb
2,6 kb
Puit 1: Marqueur de poids moléculaire Gene Ruler DNA Ladder Mix
Puit 2: Fragment de 14,2 kb de la région clonée et de 2.9 kb de pBluescript suite
à une digestion de pAB 13 avec XbaI
- Hindiil
Puit 3 : Fragment de 11,6 kb et 2,6 kb de la région clonée et de 2,9 kb de
pBluescript suite à une digestion de pABl3 avec BamHI
— XbaI —
HindIIl
C.
Puit 1: Marqueur de poids moléculaire Gene Ruler DNA Ladder Mix
Puit 2 : fragment de 500 bp de pABl5 amplifié par PCR
Figure 24. Vérification de la construction des plasmides
A. pAB3, B. pABI3 etC. pABI5
500 bp
—
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3.5 Production de 112 par J’hydrogénase NAD-dépendante de R. eutropha H16
exprimée chez E. cou
Le plasmide pABl5 contenant l’opéron hoxS sous le contrôle d’un promoteur trc
inductible à l’IPTG a été transformé dans différentes souches de E. cou pour vérifier
l’expression de SH, pour mesurer l’activité de réduction du NAD et la production
d’hydrogène par l’enzyme exprimée chez E. cou.
3.5.1 Expression de $H chez E. cou
L’expression de Ï’hydrogénase NAD-dépendante de R. eutropha H16 chez E. cou a été
vérifiée par immunobuvardage à partir d’un extrait cellulaire de la souche E. cou FTAB1
obtenu selon la méthode décrite dans la section 2.7.1 du Matériel et méthode. La souche
d’E. cou FTAB 1 est le résultat de la transformation du plasmide pAB 15 dans la souche
FTDI47. La souche fTD147, mutée pour les trois hydrogénases, a été utilisée pour
éliminer l’activité de production de H2 par l’hydrogénase 3 et l’activité de consommation
par les hydrogènes 1 et 2 lors des expériences portant sur la production de H2 par $H
exprimée chez E. cou.
Les résultats d’immunobuvardage de la figure 25 montrent 4 bandes présentes pour les
cultures de R. eutropha H16 et de E. cou fTAB1. Les bandes de 67, 55, 26 et 23 kDa,
correspondant aux 4 sous-unités de SH. Les unités HoxF (67 kDa) et HoxU (26 kDa)
forme le dimère catalyseur de la réduction du NAD. Les unités HoxH (55 kDa) et HoxY
(23 kDa) constituent respectivement les grande et petite sous-unités de l’hydrogénase
(Tran-Betcke et collab., 1990; Schneider, 1976). Une quantité importante de protéines se
retrouve dans le culot qui contient la fraction membranaire et les déchets cellulaires. Ce
résultat est indicateur de la formation de corps d’inclusion.
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1_
67 kDa
—1L
55 kDa —
.
Souche
R. eutropha H16
E. cou FTD 147
E. cou FTAB 1
tmo1 NADH min’ mg
5,87 + 0,99
0,00
0,39 ± 0,19
_
_
Bg
-.
-----
Puit 1 : surnageant de R. eutropha H16
Puit 2 : surnageant de FABI avec O,O5mM IPTG; 25-35 ig de protéine totale
Puit 3 : culot de FABÎ avec O,O5mM IPTG; 25-3 5 tg de protéine totale
Puit 4 : surnageant de FTD 147 avec O,O5mM IPTG; 25-35 g de protéine totale
Puit 5: culot de fTD 147 avec O,O5mM IPTG; 25-3 5 tg de protéine totale
Figure 25. Expression de 5H chez E. cou
3.5.2 Activité enzymatique de SH
L’activité de l’hydrogénase NAD-dépendante des extraits cellulaires de R. eutropha H16
et de la souche de E. cou fTAB1 a été mesurée par spectrophotométrie. Les détails du
dosage sont décrits dans la section 2.8.1 du Matériel et méthode. Brièvement, environ 20
jig de protéine ont été ajoutés à une cuvette contenant du tampon 50 mM Tris/HCÏ, pH $
dans une atmosphère d’hydrogène. La réaction a été initiée par l’ajout de 0,8 mM NAD.
Le tableau X montre le nombre de tmo1 de NAD réduit par min par mg de protéine totale
pour les différentes souches analysées.
Tableau X. Activité de réduction du NAD par différentes souches bactériennes
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L’activité enzymatique mesurée pour R. eutropha H16 de 5,87 est équivalente à celle
citée dans la littérature (Van der Linden et collab., 2004a). Par contre, l’activité
enzymatique de E. cou FTAB Ï est significativement plus faible. La faible activité de
l’hydrogénase NAD-dépendante de R. eutropha chez E. cou peut être due à une
maturation incomplète de la protéine. Plusieurs protéines de maturation sont impliquées
dans la formation de centre métallique et le clivage protéolytique. Les gènes hypA2B2F2
codant pour des protéines nécessaires à la maturation de SH ont été inclus dans le
système d’expression. Leur présence n’est pas suffisante pour obtenir une forme active de
la protéine.
3.5.3 Production de H2 par SH
La chromatographie en phase gazeuse a été utilisée pour vérifier la capacité de l’enzyme
à produire de l’hydrogène exprimée chez E. cou. La souche d’E. cou FIABI a été
cultivée en lot dans une atmosphère d’argon sans agitation. L’hydrogène a été quantifié
après 48 et 72 h d’incubation à 370 C. Aucun hydrogène n’a été détecté (tableau XI). Le
résultat indique que SH exprimée chez E. cou ne produit pas d’hydrogène en condition
anaérobie malgré la présence des quatre sous-unités détectées par immunobuvardage et le
faible niveau d’activité de réduction du NAD mesuré par spectrophotométrie.
3.5.4 Effet des mutations AadhE et AarcA sur la production de H2 par SH
Pour vérifier si la production d’hydrogène par SH peut être favorisée chez E. cou en
augmentant la disponibilité du substrat NADH, le plasmide pAB 15 a été transformé dans
les souches de E. cou mutées pour adhE ou arcA. Les mutants AadhE et AarcA ont été
obtenus par transduction généralisée à partir de la souche fTD 147.
La voie de production d’éthanol oxyde deux molécules de NADH. SH a été exprimée
dans une souche de E. cou mutée pour adhE pour vérifier si les deux molécules de
NADU en surplus pouvaient servir de substrat à SH. La souche résultante FTAB4 a été
cultivée en lot dans une atmosphère d’argon sans agitation selon les conditions décrites
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dans la section 2.2.3 du Matériel et méthode. L’hydrogène a été quantifié par CG après
4$ et 72 h d’incubation à 37° C. Aucune production d’hydrogène n’a pu être détectée.
L’inactivation de ArcA fait fonctionner le cycle de Krebs en anaérobie avec du nitrate
comme accepteur d’électrons (Proht et collab., 199$). En absence d’un accepteur
d’électrons, l’accumulation de FADH et de NADH inhibe le cycle. Un faible taux
d’oxygénation rétabli l’activité (Alexeeva et collab., 2000). Pour vérifier si le NADH
produit par le cycle de Krebs sont disponibles pour la production de JI2 par $11, la souche
FTAB5 a été cultivée en lot avec un taux de 20 ou 40 % d’aérobiose selon les conditions
décrites dans la section 2.2.3 du Matériel et méthode. L’hydrogène a été quantifié par CG
après 4$ et 72 h d’incubation à 37° C sans agitation. Aucune production d’hydrogène n’a
pu être détectée.
Le tableau XI résume les résultats de production d’hydrogène pour les différentes
souches analysées dans cette étude. Aucune production de H2 n’a été détectée pour les
souches mutées pour les trois hydrogénases. Les mutations AadhE et AarcA n’ont pas
conféré à 5H la capacité de produire de l’hydrogène chez E. cou.
Tableau XI. Production de H2 par différentes souches de E. cou
Souche de E. cou FI2
3W545 +
JW135 +
FTD147
-
FTAB4
-
FTAB5
-
Légende + = production d’hydrogène
-
= aucune production d’hydrogène
DISCUSSION
Dans le but d’améliorer le rendement de la production d’hydrogène (mol de Jl2 produite
par mol de glucose consommé) par la fermentation acide mixte de E. cou, nous avons
évalué les effets de la limitation de nutriments. D’abord, l’effet de l’inactivation de Hydi
et Hyd2 sur la production d’hydrogène a été mesurée. E. cou exprime en anaérobie ces
deux hydrogénases qui catalysent l’oxydation de l’hydrogène. Pour déterminer si elles
consomment de l’hydrogène produit par le complexe FHL, la production d’hydrogène
d’une souche sauvage, BW545, a été comparée à celle d’une souche mutée pour Hydl et
Hyd2, JW135. La quantité de H2 produite est supérieure de 53 % chez la souche mutante
(7,07 llmol pour BW545 et 10,85 imol pour JW135) (tableau VIII). Le résultat démontre
qu’il y a une faible activité de consommation d’hydrogène par Hydi et/ou Hyd2 dans les
conditions testées. Suite à cette expérience, la souche JW135 a été choisie pour effectuer
l’ensemble des expériences portant sur les effets de la limitation de nutriments.
La production d’hydrogène de cultures avec milieux minimaux M9 avec et sans tampon a
ensuite été comparée. Afin d’avoir une production optimale d’hydrogène par le complexe
FHL, certaines conditions de croissance, dont le taux d’oxygène, la concentration de
formiate et la valeur du pH, doivent être maintenues. Un pH acide induit la transcription
du complexe FHL (Rossmann, 1991). Par contre si le pH baisse trop, la stabilité des
protéines et l’activité enzymatique sont affectées (Axley et collab., 1990). Le tampon
MES stabilise le pH entre 6,5 et 7,9. Pour vérifier si la production d’hydrogène
s’améliorait avec le tampon, la souche JW135 a été cultivée dans le milieu minimal M9
avec et sans le tampon MES, pH 6,6. La production d’hydrogène d’une culture de la
souche E. cou JW135 dans le milieu M9 tamponné (16,91 !lmol) est supérieure de 56 % à
la production d’une culture dans le milieu sans tampon (10,85 jimol) (tableau IX). Étant
donné que le tampon MES, pH 6,6 améliore la production d’hydrogène, le milieu M9
utilisé pour effectuer les expériences portant sur la limitation d’azote en contenait.
Un milieu de culture doit contenir une source d’énergie et les éléments essentiels pour
soutenir la croissance : du carbone, de l’azote, du soufre, du phosphore, de l’hydrogène et
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de l’oxygène car ils sont essentiels pour la synthèse de matériel cellulaire. À cela s’ajoute
des alcalins (potassium, sodium), des alcalino-terreux (magnésium, calcium) et d’autres
métaux. Lorsque la concentration d’un de ces éléments est insuffisante, de profonds
bouleversements physiologiques surviennent. Globalement, les synthèses de ARNr et
ARNt sont ralenties au profit de la synthèse de ARNm. la croissance est ralentie et la
morphologie cellulaire peut être affectée (Lengeler et collab., 1999, p.733-736). Dans
cette étude, les effets des concentrations d’azote et de phosphate sur la croissance en
condition de fermentation, la production d’hydrogène et le rendement de la production
d’hydrogène ont été évalués.
L’azote constitue 14 ¾ de la masse cellulaire (Lengeler et collab., 1999, p. 96). Il est
présent dans les acides aminés, les purines et les pyrimidines. Diminuer la concentration
d’azote du milieu devrait limiter la croissance en condition de fermentation. Pour
déterminer la concentration à laquelle l’azote devient limitant, la croissance des ctiltures
en lot dans une atmosphère d’argon avec le milieu M9 a été mesurée par
spectrophotométrie. Les résultats indiquent que la concentration bactérienne augmente
faiblement pour les concentrations d’azote supérieures à 9 mM. L’azote est donc limitant
jusqu’à 9 mM NH4C1 (fig. 9). Entre 9 et 1$ mM NH4C1, un plateau ne dépassant pas une
densité optique de 1,7 se forme. L’épuisement de plusieurs éléments du milieu de
croissance, une baisse trop importante du pH ou l’accumulation de déchets toxiques,
peuvent être mis en cause pour l’arrêt de la croissance.
La quantité d’hydrogène produite augmente rapidement jusqu’à 3,15 mM NH4C1
(fig. 10). En calculant la quantité d’hydrogène produite en fonction de la densité optique
(fig. 11), nous constatons que la production d’hydrogène n’est pas proportionnelle à la
concentration bactérienne. La production est supérieure entre 0,45 et 3,15 mM NH4C1. À
ces concentrations, la quantité d’hydrogène produite par bactérie est meilleure par rapport
à la quantité produite lorsque l’azote est en surplus.
Ensuite, nous avons vérifié l’effet de la limitation d’azote sur le rendement de la
production d’hydrogène. Le rendement est calculé en divisant la quantité totale
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d’hydrogène produite par la quantité de glucose consommé. Le rendement maximal que
peut atteindre la production d’hydrogène par fermentation acide mixte de E. cou est de
deux molécules de FI2 par molécule de glucose consommé. Pour obtenir cette valeur, la
totalité du glucose doit être dégradée en pyruvate par voie de glycolyse. Le pynivate doit
ensuite être dégradé en acétyl-coA et en formiate par la PFL, puis le formiate en FI2 et
C02 par le complexe FHL. Or, l’utilisation du carbone pour la biosynthèse ainsi que
l’utilisation des voies de fermentation alternatives pour maintenir l’équilibre rédox
limitent le rendement. Les résultats indiquent que le rendement de production
d’hydrogène de la souche E. cou JW135 ne dépasse pas 0,6 avec le milieu M9 18 mM
NH4CI (fig. 12). Le rendement est amélioré en limitant la concentration d’azote. La figure
11 montre que le rendement est optimal à une concentration de 0,9 mM NH4CI. À cette
concentration d’azote, une plus grande quantité de carbone et d’hydrogène est dirigée
vers les voies de fermentation. Le rendement de 1,7$ se rapproche de la valeur maximale
qu’il peut atteindre. Si la concentration d’azote est plus faible que 0,9 mM NH4C1, des
mécanismes de survies sont activés. La cellule est dans un état de stress qui affecte le
rendement. Lorsque l’azote est en surplus, des voies métaboliques superflues et
l’augmentation de la biosynthèse diminuent le rendement de la production d’hydrogène.
La même approche expérimentale a été employée pour évaluer l’effet de la concentration
de phosphate sur la croissance, la prodtiction d’hydrogène et son rendement. Le
phosphore se retrouve dans les acides nucléiques, les phospholipides, les coenzymes et
l’ATP. Il constitue 3 % de la biomasse (Lengeler et collab., 1999, p. 96). Les résultats
indiquent qu’une concentration beaucoup plus faible de phosphate que d’azote est
suffisante pour maintenir la croissance. Le phosphate est limitant pour la croissance
jusqu’à une concentration de 0,13 mM KH2PO4 (fig. 13). La densité bactérienne chute
lorsque le phosphate est inférieur à cette concentration. Par contre, entre 0,13 et 1,5 mM,
la densité optique ne forme pas de plateau. Elle atteint 1,02 à 1,5 mM.
La production d’hydrogène augmente de 47 % entre 0,03 et 0,13 mM KH2PO4 (fig. 14).
Un plateau se forme à partir de 0,13 mM KH2PO4. La figure 15 montre que la production
d’hydrogène est proportionnelle à la croissance bactérienne. En effet, le rapport entre la
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quantité d’hydrogène produite et la densité optique ne change pas considérablement entre
O et 0,5 mM KH2PO4 (fig.15). Comme pour la limitation d’azote, le rendement est plus
bas lorsque la concentration de phosphate est trop faible ou en surplus. Il varie entre 0,6
et 0,95 pour les concentrations analysées (0,033 et 1,5 mM KH2PO4) (fig. 16).
La quantité maximale de H2 produite par ml de culture avec le milieu MOPS est de 7,4
jimol (fig. 14). Avec le milieu M9, elle est de 25,3 jimol (fig. 10). De plus, les écarts
types de la production d’hydrogène obtenus avec le milieu MOPS sont considérables
tandis que les variations avec le milieu M9 tamponné sont moins importantes. Le milieu
M9 est donc préférable pour des études portant sur la production d’hydrogène. Le milieu
MOPS a été utilisé parce que les écarts types pour la croissance avec le milieu M9 en
condition de limitation de phosphate sont élevés (données non présentées). Le fait que le
phosphate sert de tampon dans le milieu M9 peut être mis en cause.
Dans une culture en lot, la concentration bactérienne, des substrats et des produits varient
selon la phase de croissance. La phase stationnaire est atteinte lorsque des éléments du
milieu de culture sont épuisés. De plus, des produits s’accumulent à des nivaux toxiques.
Éventuellement, la lyse bactérienne libère dans le milieu des matières organiques qui
peuvent être réutilisées par les cellules. Dans une culture en continu, tous les paramètres
sont constants. La culture est approvisionnée de milieu frais à un débit constant et, en
même temps, un volume équivalent de la suspension microbienne est retiré. Le volume
total demeure inchangé et la culture atteint un équilibre dynamique. Les bactéries se
divisent alors à un taux constant dépendant du taux de dilution. La concentration
bactérienne est contrôlée par le taux de croissance et la concentration du substrat limitant
dans la culture. La concentration du substrat limitant dans le chemostat est dépendante de
l’affinité pour le substrat de l’organisme et du taux de dilution. Une culture continue
permet d’étudier la relation entre le comportement microbien et les conditions de culture
dans des conditions constantes. Les concentrations limitantes d’azote et de phosphate des
cultures en continu de E. cou JW135 ont été choisies à partir des résultats de la
croissance en lot.
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La concentration limitante d’azote utilisée pour les expériences en continu est de 3,15
mM NH4CY. Tel qu’envisagé, la densité optique diminue lorsque le taux dc dilution du
milieu M9 augmente (fig. 17). La densité optique baisse jusqu’à 0,149 à 0,6 h’. La
production et le rendement diminuent également lorsque le taux de dilution est augmenté.
Les résultats indiquent que le rendement est meilleur lorsque l’apport de milieu frais, et
par conséquent d’azote, est diminué. Il chute de 2,07 à 0,50 entre les taux de dilution de O
à 0,1 h’. Il aurait été souhaitable dc mesurer le rendement à des taux de dilution entre O et
0,1 h* Il aurait été intéressant de mesurer la quantité des autres produits de fermentation
par HPLC. Ainsi, la proportion utilisée de carbone par les différentes voies de
fermentation aurait pu être étudiée.
Les effets de la limitation de phosphate sur la croissance, la production d’hydrogène et le
rendement ont ensuite été mesurés. La concentration de phosphate utilisée était de 0,13
mM KH2PO4. La concentration bactérienne diminuait légèrement lorsque le taux de
dilution a augmenté entre O et 0,6 h1. La quantité d’hydrogène produite, environ 32
p.mol, est constante aux taux de dilution se situant entre 0,1 et 0,5 h’et diminue à 20,14
imol à un taux de dilution de 0,6 h’. Par contre, le rendement diminue entre 0,1 et
0,6 h1, et ce, même si la production d’hydrogène demeure relativement constante pour
les différents taux de dilution en raison de la quantité de glucose consommé qui augmente
entre O et 0,6 h (données non présentées). Le rendement de 0,99 lorsqu’aucun milieu
frais est ajouté diminue à 0,36 à un taux de dilution de 0,1 h’. Il aurait aussi été
souhaitable de mesurer le rendement à des taux de dilution entre O et 0,1 h’ et la quantité
des produits de fermentation par HPLC en condition de limitation de phosphate.
Les résultats ont montré que les conditions de culture avec le chémostat favorisent la
production d’hydrogène (fig. 10, 14) et le rendement de production d’hydrogène (fig. 12,
16). Lorsque, aucun milieu frais n’est ajouté (taux de dilution O h’), la quantité
d’hydrogène (fig. 1$, 21) ainsi que le rendement (fig. 19, 22) sont supérieurs par rapport
à une culture en lot de 4$ h. Les résultats ont aussi démontré que le rendement de la
production d’hydrogène est affecté par les limitations de nutriments. On peut conclure
qu’en limitant la croissance, le rendement de la production d’hydrogène est amélioré. Il
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aurait été intéressant de vérifier la production des autres produits de fermentation. Cela
aurait permis de vérifier la distribution du carbone dans les différentes voies de
fermentation. Aussi, le rendement de la production d’hydrogène de souches portant des
mutations des gènes de la fermentation pounait être vérifié.
Sur les douze atomes d’hydrogène que contient le glucose, seulement 4 d’entre eux
peuvent être utilisés pour la production de H2 par le complexe FHL. L’avantage d’ajouter
une hydrogénase dont le substrat n’est pas le formiate, est de rendre disponible des
sources additionnelles d’hydrogène. Nous avons choisi d’exprimer l’hydrogénase NAD
dépendante de R. eutropha Hl6 chez E. cou pour utiliser le NADH comme substrat dans
la production de II2.
Les gènes structuraux des hydrogénases de R. eutropha H 16 (MBH et SU) sont exprimés
de manière coordonnée à partir de promoteurs dépendants du facteur o (Romermann et
collab., 1989). L’expression est dépendante de l’activation par HoxA (Schwartz et
collab.. I 99$). Schwartz et ses collaborateurs ont démontré que, en plaçant le gène ÏacZ
sous le contrôle des promoteurs de MBH ou de SU, ces promoteurs ne sont pas
fonctionnels chez E. cou. Sans l’activateur HoxA, il n’y a pas de transcription du gène
reporteur et lorsque HoxA est exprimée, la transcription demeure très faible ($chwartz et
collab., 199$). Des éléments additionnels que l’on retrouve chez R. eutropha, mais pas
chez E. cou, sont nécessaires pour activer la transcription.
Dans le but d’exprimer 5H chez E. cou, une région de 15 kb contenant les gènes
hoxFUYHWI et hypA2B2f2 (Tran-Betcke et collab., 1990) a été placée sous le contrôle
du promoteur trc inductible à I’IPTG du plasmide pTRC99A (Amann et collab., 1988).
La souche fTD 147, mutée pour Hyd 1, Hyd2 et Hyd3, a été transformée avec le plasmide
résultant pAB15, produisant la souche FTAB1. L’inactivation de Hydi, Hyd2 et Hyd3
permet d’évaluer le rôle de SH seulement dans la production d’hydrogène.
Dans un premier temps, l’analyse par immunobuvardage avec des anticorps polyclonaux
dirigés contre SH a été effectuée. Le résultat démontre que les quatre unités de SH, Hoxf
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(67 kDa), HoxH (55 kDa), HoxU (26 kDa) et HoxY (23 kDa) sont exprimées chez E. cou
FTAB 1 (fig.25). Par contre, une partie importante des protéines détectées se retrouvent
dans le culot, qui est composé de la fraction membranaire et des déchets cellulaires. Les
conditions expérimentales ne sont donc pas optimales pour la solubilité de la protéine.
Les cultures auraient pu être induites moins longtemps à l’IPTG dans le but d’augmenter
la solubilité.
Les gènes structuraux hoxfUYH sont transcrits en une seule unité. La transcription
effectuée à partir du codon de départ situé en amont de hoxF, jusqu’au codon d’arrêt situé
en aval de hoxH, produit un ARNrn d’environ 5kb (Tran-Betcke et collab.,1990). Il n’est
pas connu si la transcription peut être effectuée chez E. cou à partir des promoteurs
responsables de la transcription des gènes hoxWl et hypA2B2f2. Il aurait été souhaitable
de vérifier l’expression des ces gènes par irnnninobuvardage.
Il est possible que les produits de certains gènes de E. cou agissent sur la maturation de
SH. Les expériences ont été effectuées à partir de cultures mises en condition de
fermentation afin de permettre l’expression des gènes impliqués dans la maturation des
hydrogénases de E. cou. Une étude approfondie sur le rôle des gènes de maturation de E.
cou dans la maturation de SH pourrait être entreprise. Par exemple, l’interaction entre les
protéines du complexe HypC-HypD de E. cou et la grande sous-unité de SH pourrait être
vérifiée. Ou encore, il pourrait être établi si les protéases HyaD, HybD et HycI
impliquées spécifiquement dans la maturation de Hydi, Hyd2 et Hyd3 respectivement
peuvent cliver le peptide C-terminal de la grande sous-unité de SH. En plus des gènes
structuraux de SH, l’ensemble des gènes de maturation de R. eutropha, hypA]B]fCDEX,
pourrait être cloné sur un second plasmide d’expression compatible avec pTRC99A.
Dans ce cas, leur expression et leur activité chez E. cou devraient être vérifiées.
L’activité de réduction du NAD d’un extrait cellulaire de E. cou FTAB1 a été vérifiée.
Les résultats du dosage démontrent que E. cou FTAB I a une activité fortement réduite en
comparaison à l’activité d’un extrait cellulaire de R. eutropha H16 (tableau X). Dans
cette expérience, l’activité protéique totale a été mesurée. Il aurait été souhaitable de
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mesurer l’activité des enzymes purifiés pour comparer l’activité spécifique de l’enzyme
exprimé chez E. cou FTAB1 à celle de R. erttropha 1116. Il est connu que hoxX est absent
du génome de E. cou. Chez R. eutropha Hi 6, son produit est impliqué dans la tolérance à
l’oxygène (Bleijlevens et collab., 2004). Il aurait été nécessaire d’exprimer hoxX en plus
des gènes structuraux de SH ou de maintenir des conditions anaérobies lors de la
préparation de l’extrait cellulaire et du dosage de l’activité de réduction du NAD.
Suite à la culture en lot de la souche FTAB1, aucune production d’hydrogène n’a été
détectée par CG (tableau XI). Nous avons tenté de vérifier si l’activité de production de
112 par l’hydrogénase NAD-dépendante de R. eutropha 1116 était limitée par la
disponibilité du NADH. Dans le but d’augmenter la disponibilité du substrat, la voie de
production d’éthanol, qui réduit 4 NADH par molécule de glucose utilisé a été inactivée.
Le mutant déficient pour ADH a été généré par transduction à partir de la souche E. cou
fTD147 qui est mutée pour Hydi, Hyd2 et Hyd3. Par la suite, le plasmide pAB15 a été
introduit, générant la souche fTAB4. Aucune production d’hydrogène par FTAB4 n’a été
détectée (tableau XI).
Dans une seconde tentative de produire de l’hydrogène avec 5H exprimée chez E. cou, le
cycle de Krebs, qui produit jusqu’à 8 NADH, a été activé en condition de faible
oxygénation. En absence d’oxygène, la synthèse de la plupart des enzymes du cycle sont
inhibée par le système de régulation à deux composantes ArcAB. Le niveau des enzymes
du cycle de Krebs était rétabli chez un mutant déficient pour ArcA (Lynch et Lin, 1996).
Une souche avec une délétion du gène arcA et portant le plasmide pABI5, FTAB5, a
donc été générée à partir de FTD 147. Dans un mutant ziarcA , en condition anaérobie avec
du nitrate, l’activité enzymatique du cycle de Krebs permettait la réduction complète de
l’acétyl-coA (Prohi et collab., 199$). Par contre, le cycle n’est pas fonctionnel sans
accepteur d’électrons en raison de l’inhibition allostérique des enzymes par le fADH2 et
le NADH. Pour permettre la réduction de l’acétyl-coA, la culture de FTAB5 a été mise en
condition de faible oxygénation (Alexeeva et collab., 2000). Encore une fois, aucune
production d’hydrogène n’a été détectée (tableau XI).
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Les expériences portant sur la production d’hydrogène par SH exprimé chez E. cou ont
été effectuées selon les conditions de culture en lot. Par contre, les résultats des
limitations de nutriments ont montré que la production est meilleure avec les cultures
dans le chérnostat. Il aurait été souhaitable d’étudier la production d’hydrogène des
souches de E. cou portant le plasmide pAB15 avec des cultures dans le chémostat.
L’absence de production d’hydrogène peut être due à une quantité insuffisante de NADH
disponible comme substrat. Quantifier par HPLC les différents produits de la
fermentation et du cycle de Krebs aurait permis d’étudier les effets des mutations des
gènes adhE et arcA sur la distribution des voies métaboliques. La maturation des
hydrogénases est complexe et nécessite plusieurs protéines. Il est fort probable que
l’activité enzymatique de SH était trop faible pour produire une quantité d’hydrogène
quantifiable par CG à cause d’une maturation incomplète de l’enzyme.
CONCLUSION
Chez E. cou, l’hydrogène est produit par la décomposition du produit de fermentation,
l’acide formique, en milieu acide par la formiate-hydrogène lyase. La production en
masse d’hydrogène par fermentation est malheureusement peu efficace en raison de son
faible rendement, éliminant du coup toute utilisation pratique. Comment peut-on
augmenter de manière substantielle son rendement? Les multiples voies métaboliques
pratiquées par E. cou sont dépendantes des conditions du milieu et elles doivent
constamment s’y adapter afin de produire le plus d’ATP possible, et d’équilibrer les
oxydations par des réductions et de récupérer des intermédiaires utiles aux synthèses.
L’étude des conditions de culture, soit les variations de concentration d’azote et de
phosphate, a permis d’en évaluer le rôle sur la production d’hydrogène par fermentation
acide mixte chez E. cou. Les résultats obtenus ont démontré que le rendement de la
production d’hydrogène est affecté par les limitations d’azote et de phosphate. Lorsque
ceux-ci sont en surplus, le rendement est d’environ 0,6 et peut atteindre jusqu’à 1,7$
lorsque l’azote est limitant pour la croissance. Diminuer la concentration de phosphate
améliore le rendement jusqu’à 0,95. Par contre, lorsque les concentrations d’azote ou de
phosphate sont trop faibles, le rendement est moins bon.
Les hydrogénases catalysent de manière réversible le clivage de l’hydrogène diatomique
en deux protons et deux électrons, en présence d’une source donneuse ou acceptrice
d’électrons adéquate. Cependant, chacune des hydrogénases a un rôle physiologique
défini. In vivo, la réaction est irréversible tant pour l’évolution que la consommation
d’hydrogène. Chez R. eutropha, l’oxydation de FI2, couplée directement avec la réduction
de NAD par une hydrogénase NAD-dépendante, est énergiquement favorable. La
réaction permet une croissance améliorée lorsque l’hydrogène est utilisé comme seule
source d’énergie. En formulant un système d’expression pour l’hydrogénase NAD
dépendant de R. eutropha H16 chez E. cou, il serait possible d’utiliser cette enzyme pour
produire de l’hydrogène et ainsi augmenter le rendement de la production d’hydrogène. Il
serait toutefois nécessaire d’accroître la quantité de NADH disponible pour favoriser la
réaction. Malheureusement, l’enzyme exprimée chez E. cou ne produit pas d’hydrogène.
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Plusieurs facteurs peuvent être mis en cause, dont celui de la maturation incomplète de
l’enzyme. L’expression hétérologue d’une hydrogénase chez E. cou est une approche qui
pouffait être entreprise avec d’autres hydrogénases, si on voulait en accroître la
production d’hydrogène. Le principal défit consisterait à obtenir une forme mature de
l’enzyme. Exprimer les gènes de maturation en plus des gènes structuraux pourrait
certainement améliorer l’activité enzymatique.
Le développement des sources d’énergie alternatives propres est un grand défi pour la
communauté scientifique, mais encore faut-il qu’elles soient abondantes et
économiquement rentables, si l’on espère un jour apporter une solution de rechange au
pétrole. Le biohydrogène s’avère une avenue énergétique pleine de promesses et, à ce
titre, elle est l’objet d’une activité intense de recherche.
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